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1 Einleitung 
1.1 Entzündungen 
Als Entzündung wird eine charakteristische Antwort eines komplexen Organismus 
auf einen auslösenden Reiz charakterisiert. Dabei versucht der Organismus die 
Entzündung durch Abwehrmechanismen zu bekämpfen. Zu den offensichtlichen 
Entzündungszeichen gehören Rötung, Überwärmung, Schwellung, Schmerz und 
eine eingeschränkte Funktion des entzündeten Gewebes. Obwohl die Auslöser 
der Entzündung sehr unterschiedlich sein können, läuft das Schema der 
Entzündung oftmals nach einem bestimmten Muster ab. Bei einer Entzündungs-
reaktion, die z.B. von Mikroorganismen ausgelöst wird, erkennen Rezeptoren der 
Immunsystemzellen bestimmte Muster der Pathogene. Die Immunantwort führt zur 
Chemotaxis, dem Ausschütten von Botenstoffen durch die Immunzellen. Zu den 
Botenstoffen gehören Zytokine, die Zellen zur Zellteilung anregen oder andere 
Zellen an den Entzündungsherd anlocken. Nach diesem Entzündungsreiz treten in 
der Regel Makrophagen, dendritische Zellen und neutrophile Granulozyten als 
Vertreter des Immunsystems auf, welche die Erreger abtöten können. 
1.1.1 Neurologische Entzündungen 
Im Vergleich zu anderem Gewebe unterscheidet sich das ZNS stark in der 
Entzündungsantwort. Das entzündete ZNS zeigt keine Überwärmung, Schwellung 
und Schmerz. Die ausbleibenden Entzündungszeichen kann man aufgrund 
fehlender sensorischer Nervenenden und lympathischen Gefäßen erklären. Das 
Gehirn hat eigenständige anatomische und physiologische Eigenschaften 
entwickelt, um vitale Funktionen aufrechtzuerhalten und sich vor Entzündungen zu 
schützen. Einer dieser Schutzmechanismen stellt die Blut-Hirnschranke dar, die 
das Eindringen von Pathogenen verhindern kann. Aber das Gehirn wird auch 
durch das angeborene Immunsystem in Form von hirneigenen Abwehrzellen, den 
Mikroglia, geschützt. 
Grundsätzlich werden die entzündlichen Erkrankungen in die Autoimmunkrankheit 
z.B. Multiple Sklerose, neurodegenerative Erkrankungen und in Infektionen des 
Nervensystems eingeteilt. Zu den häufigsten Infektionskrankheiten im ZNS zählt 
die Meningitis. 
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1.2 Bakterielle Meningitis 
Die Meningitis gehört zu den häufigsten Infektionskrankheiten weltweit. Nach 
Schätzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) sterben jährlich 180.000 
Menschen an den Folgen bakterieller Meningitis (WHO Health Report, 2012). 
Neben der hohen Letalität stellt die hohe Rate von neurologischen Folgeschäden 
der bakteriellen Meningitis ein weiteres medizinisches Problem dar. Ca. 30-50% 
der Überlebenden erleiden einen Hörverlust, einseitige Lähmungen (Hemiparese) 
oder kognitive Behinderungen (Leib 2008). Aber auch schwere Hirnschäden, die 
neurologische und psychopathologische Störungen hervorrufen, werden durch die 
bakterielle Meningitis verursacht. 
Zu den häufigsten Erregern der bakteriellen Meningitis gehören Pneumokokken 
(Streptococcus pneumoniae), Meningokokken (Neisseria meningitidis) und 
Haemophilus influenzae (Schuchat, Robinson et al. 1995). Während H. influenzae 
in den Entwicklungsländern immer noch eine hohe Sterblichkeit nach einer 
Meningitis verursacht ist er in Europa aufgrund der Haemophilus influenzae - 
Impfung weniger bedeutsam. 
Um in das zentrale Nervensystem (ZNS) zu gelangen muss eine Besiedelung der 
oberen Luftwege erfolgen. Pneumokokken verfügen über eine Polysaccharid-
Kapsel, die es dem Erreger ermöglicht die Nasen-und Rachenschleimhaut zu 
kolonisieren.  
Interaktionen der Bakterien mit bestimmten Zelloberflächenrezeptoren wie der 
Heparinsulfat Proteoglykan Rezeptor bzw. der Typ I Makrophagen Scavenger 
Rezeptor erleichtern den Eintritt der Bakterien in die Epithelzellen der Mukosa 
(Dunne, Resnick et al. 1993; Sellner, Täuber et al. 2010). Die Erreger gelangen 
dann über den Blutstrom ins ZNS und müssen die Blut Hirnschranke überwinden 
(Meli, Christen et al. 2002). Das ist häufig bei Patienten mit Immundefekten oder 
bei Kindern, deren Immunsystem noch nicht völlig ausgereift ist, zu beobachten 
(Rosenstein, Perkins et al. 2001). 
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1.3 Die Schutzmechanismen des Gehirns 
Neben der Schädelkalotte stellen die Meningen (Hirnhäute) den ersten 
Schutzmechanismus des Gehirns gegen eindringende Pathogene dar. Die harte 
Hirnhaut (Dura mater) kleidet die Schädelinnenfläche und den Wirbelkanal 
vollständig aus. Danach schließt sich die weiche Hirnhaut (Leptomeninx), die aus 
Bindegewebe besteht, an. Sie gliedert sich in die äußere Spinnwebenhaut 
(Arachnoidea) und die innere Haut (Pia mater). Dabei folgt die Arachnoidea der 
Dura und die Pia mater folgt als innerste Haut der Hirnoberfläche. Zwischen 
Arachnoidea und Pia mater entsteht somit ein Subarachnoidalraum, welcher mit 
Liquor cerebrospinalis gefüllt ist. Der Liquor ist ein mechanischer Schutz des 
Gehirns und dient der Ent- und Versorgung der Stoffwechselprodukte der 
Nervenzellen (Redzic 2011; Sakka, Coll et al. 2011). Zu den physiologischen 
Barrieren des ZNS gehört die Blut Hirnschranke (BHS) und die Blut 
Liquorschranke (BLS). 
1.3.1 Die Blut-Hirnschranke 
Die BHS wurde als erstes von Paul Ehrlich (1854-1915) beschrieben. Ehrlich 
injizierte unterschiedliche Farbstoffe in die Peripherie von Tieren und stellte fest, 
dass alle Gewebe und Organe diesen Farbstoff enthielten. Das Gehirn wurde 
jedoch nicht angefärbt. Edwin Goldman (1862-1913) konnte durch weitere 
Experimente zeigen, dass in die Venen injiziertes Trypanblau lediglich Organe 
anfärbt. Das ZNS und Gehirn blieben ungefärbt. Jedoch eine intrazerebrale 
Injektion des Trypanblau führte zu einer Färbung des ZNS und des Gehirns. Diese 
Versuche bewiesen, dass es eine Schranke zwischen Blutkreislauf und Gehirn 
geben muss. 
Die BHS hat die Aufgabe die Homöostase im Gehirn aufrechtzuerhalten und 
dieses vom Blutkreislauf abzugrenzen. Die vom Gehirn benötigten Nährstoffe 
werden über die BHS zugeführt, Abbauprodukte werden ausgeschleust. Zu den 
wesentlichen Bestandteilen der Blut-Hirnschranke gehören die Endothelzellen der 
Gehirnkapillare. Die Interzellularspalten der Endothelzellen sind so stark 
abgeschlossen, dass sie für viele Stoffe nicht permeabel ist. Endothelzellen, die 
über „tight junctions“ miteinander verbunden sind, bilden somit eine physikalische 
Barriere aus (Ramsauer, Krause et al. 2002). Neben den Endothelzellen sind auch 
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Perizyten an der Ausbildung der Blut-Hirnschranke beteiligt. Die Perizyten sorgen 
für die Stabilisierung der Gefäße aber auch für die Regulation des kapillären 
Blutstroms (Hayashi, Nomura et al. 1997). Endothelzellen und Perizyten sind von 
einer Basalmembran umgeben, die hauptsächlich aus Kollagen, Laminin, 
Fibronektin und Proteoglykanen besteht (Rosenstein, Perkins et al. 2001). Der 
Basalmembran liegen die Ausläufer der Astrozyten, die die zerebralen Blutgefäße 
fast vollständig umschließen, auf (Abbott, Ronnback et al. 2006). Die Astrozyten 
sind über „gap junctions“ miteinander verbunden, so dass auch über weitere 
Strecken die Übertragung von Informationen gewährleistet ist. Zusätzlich sind 
Astrozyten an der Organisation der Gefäßwand und Aufrechterhaltung der Blut-
Hirnschranke beteiligt. In verschiedenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass 
Astrozyten spezifische Marker und Transkriptionsfaktoren der Blut Hirnschranke 
freisetzen (Hayashi, Nomura et al. 1997). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 
Perizyten und Endothelzellen nur nach Zugabe von Astrozyten kapillarähnliche 
Strukturen ausbilden (Ramsauer, Krause et al. 2002). Durch diese physiologische 
Barriere ist das Gehirn gegen bakterielle Angriffe geschützt. Eine Beschädigung 
der Blut-Hirnschranke impliziert das Eindringen von Bakterien, die sich aufgrund 
von idealen Wachstumsbedingungen und Vorhandensein von wenigen Abwehr-
zellen, ungehindert vermehren können. 
1.3.2 Die Blut Liquorschranke 
Als Blut Liquorschranke (BLS) bezeichnet man die physiologische Barriere 
zwischen dem Blutkreislauf und dem Liquor des ZNS im Bereich des Plexus 
choroideus. Diese Schranke ist hauptsächlich für die Zusammensetzung und 
Aufrechterhaltung des Liquors zuständig (Fishman, Kandel et al. 2000). Die BLS 
wird von zwei Barrieren gebildet. Auf der einen Seite von den „tight junctions“ der 
Epithelzellen des Plexus choroideus. Zum anderen durch die „tight junctions“ der 
Arachnoidea (Rapoport 1976). 
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1.4 Das Immunsystem 
Das Immunsystem der Vertebraten besitzt Eigenschaften, um den Organismus vor 
pathogenen Infektionen zu schützen. Bei Säugetieren kann das Abwehrsystem in 
zwei Hauptsysteme eingeteilt werden, das adaptive und das angeborene Immun-
system (Medzhitov and Janeway 1997). Das angeborene Immunsystem ist eine 
Reaktion des Organismus auf körperfremde Stoffe bzw. Pathogene wie Bakterien, 
Pilze, Parasiten oder Viren.  
1.4.1 Das angeborene Immunsystem 
Das angeborene Immunsystem stellt die erste Barriere gegen pathogene Erreger 
dar. Zu den zellulären Komponenten des angeborenen Immunsystems gehören 
Phagozyten wie neutrophile Granulozyten; Monozyten und Makrophagen in 
Epithelzellen und zirkulierendem Blut; Mikroglia und Astrozyten im zentralen 
Nervensystem (Froy 2005; Brandenburg, Varoga et al. 2008). In diesen 
verschiedenen Zelltypen werden antimikrobielle Peptide synthetisiert, die ein 
weiterer wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems sind (O´Neil, 
Porter et al. 1999; Eckmann 2005). Als Bestandteil des angeborenen 
Immunsystems besitzen sie neben einer direkten antimikrobiellen Wirkung auch 
immunmodulatorische Funktionen, welche noch unzureichend charakterisiert sind 
(Yang, Chertov et al. 1999; Koczulla and Bals 2003). 
Die Erkennung von pathogenen Mikroorganismen erfolgt durch sogenannte 
Musterwiedererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors (PRR)). Die 
Rezeptoren erkennen Pathogen-assoziierte Moleküle (PAMP) wie Lipopoly-
saccharide und es erfolgt eine Aktivierung von NF-ĸB und MAP-Kinase 
Signaltransduktionswegen, welche die Synthese von antimikrobiellen Peptiden 
induzieren können (Janeway and Medzhitov 2002). Zu diesen Rezeptoren 
gehören die Toll-like Rezeptoren (TLR) und die Nukleotid-bindende Oligo-
merisations-Domäne (NOD)-enthaltende Proteine (Froy 2005). 
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1.4.2 Das adaptive Immunsystem 
Das adaptive Immunsystem hat sich im Laufe der Zeit aus dem angeborenen 
Immunsystem entwickelt. Durch spezifische antigenpräsentierende Zellen wie z.B. 
den dendritischen Zellen können gezielte Abwehrmechanismen erfolgen und 
Antikörper gebildet werden. Die Hauptzellen des adaptiven Immunsystems sind 
die T-und B-Lymphozyten. Dabei trägt jede unreife B- bzw. T-Zelle lediglich einen 
spezifischen Rezeptor gegen ein bestimmtes Antigen. Dieser wird während der 
Entwicklung der Zellen, die im Knochenmark oder Thymus abläuft, festgelegt 
(Janeway, Travers et al. 1999). 
 
1.5 Gliazellen und meningeale Zellen 
Als Gliazellen bezeichnet man die Zellen im ZNS, die sich strukturell und 
funktionell von den Neuronen abgrenzen lassen. Rudolf Virchow beschrieb 1859 
diese Zellen als Bindegewebszellen, die die Stützfunktion der Neurone 
übernehmen. Er benannte diese Zellen als Neuroglia, abgeleitet vom 
griechischem Wort „Leim“ (Virchow 1859). Im ZNS befinden sich unterschiedliche 
Typen von Gliazellen. Gliazellen werden in Makroglia wie z.B. Astrozyten und 
Oligodendrozyten, die ektodermalen Ursprungs sind und den Mikroglia unterteilt. 
Die Mikroglia dagegen leiten sich von Vorläuferzellen ab, die aus der Peripherie in 
das entstehende ZNS einwandern (Kettenmann, Hanisch et al. 2011).  
1.5.1 Astrozyten 
Astrozyten sind die häufigsten und größten Gliazellen im ZNS. Bei den Astrozyten 
handelt es sich um sternförmig verzweigte Zellen, deren Fortsätze dicht 
aneinandergrenzende Ausläufer besitzen. Mit ihren verzweigten Zellfortsätzen 
bilden sie den ZNS- Extrazellulärraum (Somjen 1988). Für die Aufrechterhaltung 
der Homöostase des ZNS sind die Fortsätze der Astrozyten verantwortlich, da sie 
den Austausch von Nährstoffen und Ionen zwischen Neuronen und Blut 
gewährleisten (Allaman, Belanger et al. 2011). Zusätzlich speichern Astrozyten 
Glykogen und regulieren die Bildung und Austausch an Glutamat (Hertz and 
Zielke 2004; Dienel and Cruz 2006). Aber auch die notwendigen Kaliumkonzen-
trationen, die für die Erregungsleitung essentiell sind, werden über die „gap 
junctions“ der Astrozyten verteilt (Koehler, Gebremedhin et al. 2006). 
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Astrozytenfortsätze dienen nicht nur als Stützfunktion, sondern auch zur 
Umhüllung der Synapsen (Hirrlinger, Hulsmann et al. 2004). Aber auch 
benachbarte Nervenzellen können durch die Astrozyten bedeckt werden. Durch 
die dichte Zusammenlagerung der Zellkörper und Zellfortsätze bilden sie im ZNS 
die Membrana limitans gliae superficialis unterhalb der Pia mater. Aufgrund ihrer 
Morphologie werden die Astrozyten in zwei Hauptgruppen unterteilt: Die 
protoplasmatischen Astrozyten befinden sich in der grauen Substanz und besitzen 
dicke reich verzweigte Zellfortsätze. Die fibrillären Astrozyten, die hauptsächlich in 
der weißen Substanz zu finden sind, besitzen zahlreiche schlanke und wenig 
verzweigte Zellfortsätze.  
Durch diese Aufrechterhaltung der BHS tragen die Astrozyten einen großen Teil 
zur Abwehr der Pathogene, die über den Blutkreislauf ins ZNS gelangen, bei 
(Bechmann, Galea et al. 2007). Im angeborenen Immunsystem zählen Astrozyten 
zu den Zellen, die unter zellulärem Stress und Infektionen Signalmoleküle 
aussenden. Diese Signalmoleküle können dann zu Entzündungen, 
Neurodegeneration oder Apoptose führen (Holm, Draeby et al. 2012). In früheren 
Studien konnte gezeigt werden, das Astrozyten nach einer Behandlung mit 
bakteriellen Signalmolekülen, die eine Entzündungsreaktion hervorrufen, anti-
mikrobielle Peptide exprimieren und sekretieren (Hao, Zhao et al. 2001; 
Brandenburg, Varoga et al. 2008). Zusätzlich konnten verschiedene Signaltrans-
duktionswege, welche für die Induktion von antimikrobiellen Peptiden verant-
wortlich sind, gezeigt werden (Brandenburg, Varoga et al. 2008). 
1.5.2 Mikroglia 
Mikroglia werden formal zu der Familie der Gliazellen gerechnet. Es handelt sich 
dabei aber eigentlich um Zellen des phagozytären Systems. Mikroglia entstehen 
aus pluripotenten Stammzellen, die aber schon in der frühen Fetalzeit in das ZNS 
einwandern (Gehrmann, Matsumoto et al. 1995). Sie stellen eine eigene 
Zellpopulation dar, die sich postnatal weitgehend selbst unterhält. Zwar wandern 
auch postnatal noch Monozyten aus den Blutgefäßen ein und werden zu 
Mikroglia, diese machen aber nur einen geringen Teil der Erneuerung der 
Mikroglia aus (Lüllmann Rauch 2009). 
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Mikroglia sind über das gesamte Gehirn verteilt, jedoch befinden sich in der 
grauen Substanz, im cerebralen Kortex und im Hippocampus vermehrt Mikroglia. 
Durch die Verteilung der Mikroglia im Gehirn ist eine schnelle Aktivierung dieser 
Zellen gewährleistet (Perry and Gordon 1991).  
Mikroglia werden auch als „residente Makrophagen des ZNS“ bezeichnet, da sie 
die Musterwiedererkennungsrezeptoren exprimieren und somit die von 
Pathogenen freigesetzten Moleküle erkennen. Als Reaktion auf die Pathogen-
assozierten Moleküle vollziehen Mikroglia eine Transformation von einer ruhenden 
in einen aktivierenden Status (Hanisch and Kettenmann 2007; Saijo and Glass 
2011). Nachdem Mikroglia zu den entzündeten Stellen gewandert sind werden 
Zytokine und Chemokine freigesetzt (Aloisi 2001). Aufgrund einer 
chemotaktischen Wirkung der proinflammatorischen Moleküle kommt es zur 
Infiltration oder Rekrutierung von Immunzellen des angeborenen bzw. des 
adaptiven Immunsystems (Tambuyzer, Ponsaerts et al. 2009). 
1.6 Antimikrobielle Peptide (AMP) 
Als Alexander Fleming 1928 Penicillin entdeckte, konnten viele Krankheiten, die 
durch Mikroorganismen verursacht wurden geheilt werden. Mittlerweile zeigen 
aber viele Antibiotika einen Verlust ihres Wirkspektrums gegen Mikroorganismen, 
die durch eine schnelle Vermehrung resistente Eigenschaften erwerben. In den 
letzten Jahrzehnten konnten nur sehr wenig neue Antibiotika zugelassen werden. 
Daher werden die antimikrobiellen Peptide, die ein Bestandteil des angeborenen 
Immunsystems sind, zur Bekämpfung von multiresistenten Bakterienstämmen 
diskutiert (Harder, Bartels et al. 1997). Rekombinante AMPs könnten dann als 
adjuvante Therapiemöglichkeiten eingesetzt werden. 
1987 wurde eine Gruppe von „endogenen Antibiotika“ in der Haut des 
südamerikanischen Krallenfroschs Xenopus laevis entdeckt (Zasloff 1987). Im 
Laufe der Zeit wurden nicht nur bei Invertebraten sondern auch bei Vertebraten 
und Säugern verschiedene AMPs entdeckt. Mittlerweile sind mehr als 800 
antimikrobielle Peptide bekannt (Zasloff 2002; Schröder and Harder 2006).  
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1.6.1 Struktur und Wirkungsmechanismus der AMPs 
Antimikrobielle Peptide besitzen eine Sequenz von bis zu 100 Aminosäuren. In 
Säugetieren wurden verschiedene Familien beschrieben: Defensine, Cathelicidine 
und Histatine (De Smet and Contreras 2005). Bei den Defensinen (α- und β-
Defensine) handelt es sich um kleine (2-6 kDa) kationische Peptide, die durch drei 
Paare von intramolekularen Disulfidbrücken und eine β-Faltblattstruktur 
charakterisiert sind. Die Cathelicidine (z.B. CRAMP; 17 kDa) sind ebenfalls 
kationische Peptide mit einer hochkonservierten N-terminalen strukturellen 
Domäne, dem Cathelin, und einem C-terminalen Teil, welcher mit der 
antimikrobiellen Aktivität verbunden ist (Gallo, Kim et al. 1997). Die Peptide der 
Histadine sind oftmals im Speichel konzentriert und hemmen das 
Bakterienwachstum im Speichel, fördern aber auch die Wundheilung in der 
Mundschleimhaut (Oudhoff, Bolscher et al. 2008). Aber auch Neuropeptide und 
die Familie der S100 Proteine bekommen zunehmend Aufmerksamkeit in der 
Literatur (Schäfer and Heizmann 1996; Donato 1999; Su, Zhang et al. 2010).  
Die antimikrobielle Wirkung der Peptide kommt durch ihre kationischen 
Eigenschaften zu Stande und kann mit Hilfe des Matsuzaki Modell erklärt werden 
(Matsuzaki 1999). Die meisten AMPs besitzen durch den hohen Anteil der 
basischen Aminosäuren Arginin und Lysin eine positive Ladung. Da die 
Oberfläche der Mikroorganismen hauptsächlich aus negativ geladenen 
Phospholipiden besteht führt dies zu Interaktionen mit der Bakterienmembran. Die 
eukaryotische Zelle ist gegen diesen Wirkmechanismus geschützt, da sie aus 
nicht geladenen Phospholipiden besteht. Viele AMPs weisen Gram negativen 
Bakterien gegenüber eine erhöhte antimikrobielle Wirkung auf. Die Gram 
negativen Bakterien besitzen eine äußere Lipidmembran, die aus Phospholipiden 
und Lipopolysacchariden besteht. Diese werden mit Hilfe von Magnesium-und 
Kalzium-Ionen miteinander verbunden. Die positiv geladenen AMPs konkurrieren 
mit den LPS Bindungsstellen, so dass die Struktur der Zellmembran verloren geht 
(Hancock 1997). Nach der Interaktion mit der negativ geladenen Lipidmembran 
können sich die AMPs aufgrund ihres amphipathsichen Charakters in die 
Membran integrieren. Bei amphipathischen Strukturen besitzen die Aminosäuren 
sowohl einen hydrophoben als auch einen hydrophilen Bereich (Hancock 1997). 
Dadurch können sich die AMPs mit dem hydrophoben Bereich an die 
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Lipidmembran der Bakterien heften. Im Anschluss kommt es zu einer gesteigerten 
Permeabilität für Wasser und Ionen. Diese Veränderung des Membranpotentials 
führt zur Zelllyse (Yang, Park et al. 2002). Einige AMPs nutzen als Wirkungs-
mechanismus nicht die Bildung von Membrankanälen, sondern nutzen direkte 
Interaktionen mit spezifische Rezeptoren (Shi, Goodband et al. 1994).  
AMPs können als vorbeugenden Schutz konstitutiv sezerniert werden wie z.B. im 
Darm oder auf der Haut (Ouellette and Bevins 2001; Gläser, Harder et al. 2005). 
Sie können aber auch durch inflammatorische Bestandteile der Bakterienzellwand 
wie z.B. Lipopolysacharide (LPS) induziert werden (Brandenburg, Varoga et al. 
2009; Guerra, Tortorelli et al. 2011). Als Bestandteil des angeborenen 
Immunsystems besitzen sie neben einer direkten antimikrobiellen Wirkung auch 
immunmodulatorische Funktionen, welche noch unzureichend charakterisiert sind 
(Koczulla and Bals 2003; Brown and Hancock 2006; Easton, Nijnik et al. 2009). 
Allerdings ist bereits beschrieben, dass AMPs wie die Cathelicidine sich aktiv an 
der Immunantwort beteiligen können, indem sie nach einer bakteriellen Stimulation 
Immunzellen zu der Infektionsstelle locken (Scott, Davidson et al. 2002). AMPs 
können aber auch über Bindungen an Rezeptoren intrazelluläre Signaltrans-
duktionswege aktivieren und somit verschiedene Funktionen der Zelle stimulieren. 
So bindet das Cathelicidin LL-37 an den Formyl Peptid Rezeptor like 1 (FPRL1), 
der z.B. in Gliazellen vorhanden ist (Brandenburg, Varoga et al. 2008). Diese 
Rezeptorbindung führt dann zur Ausschüttung von Zytokinen (Niyonsaba, Ushio et 
al. 2010). 
1.6.2 S100-Peptide 
Die S100-Proteine sind erstmals 1965 von Moore aus dem Rinderhirn isoliert 
worden (Moore 1965). Die Namensgebung erfolgte aufgrund ihrer 100 % igen 
Löslichkeit in Ammoniumsulfat. Die S100-Proteine gehören zu der Familie der 
kalziumbindenen EF-Hand-Proteine. Das C- terminale EF-Hand-Motiv besteht aus 
zwei α-Helices, die durch eine kalziumbindene Schleife verbunden sind. Somit 
weist das C-terminale Ende eine hohe Kalziumaffinität auf. Das N-terminale Ende 
ist ebenfalls durch zwei α-Helices verbunden hat aber eine deutlich niedrigere 
Kalziumaffinität.  
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Für die S100-Proteine sind zahlreiche Funktionen beschrieben worden. Die S100- 
Proteine sind in der Lage das ubiquitär vorhandene Kalzium zu binden. Durch 
diese Bindung können die S100-Proteine in den Kalzium-vermittelten Signal-
transduktionsweg eingreifen, indem sie diesen initiieren oder die Kaskade 
verstärken (Schäfer and Heizmann 1996). Somit können die S100B-Proteine 
sowohl intrazellulär als auch extrazelluläre Aufgaben in der Regulation von 
Zellwachstum, Regulation des Zellzyklus, Transkription und Differenzierung der 
Zelle übernehmen (Donato 1999; Santamaria-Kisiel, Rintala-Dempsey et al. 2006). 
Weiterhin können einige S100-Proteine wie z.B. S100B als Sekretionsprotein an 
den Rezeptor RAGE (receptor for advanced glycation end products) binden (Wolf, 
Howard et al. 2008). Bei Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen wie 
Alzheimer oder Enzephalomyelitis wurden erhöhte S100B-Konzentrationen, die 
über RAGE vermittelt werden, gefunden (Mrak and Griffinbc 2001; Ohtaki, 
Kamitani et al. 2007). 
1.6.3 Psoriasin (S100A7) 
Psoriasin (S100A7) ist ein 11,457 kD großes Protein das zur S100-Familie gehört. 
Bei Psoriasin handelt es sich um ein EF-Hand calciumbindendes Protein, welches 
auf dem Chromosom 1q21.2-q22 lokalisiert ist. Der offizielle Name von Psoriasin 
„S100A7“ deutet auf die Anordnung der Gene auf dem Chromosom hin.  
 
Abbildung 1: Psoriasin Struktur nach Brodersen 
Die Monomere sind in blau und grün dargestellt, die Helices sind von I-IV nummeriert.  
Einleitung 
 12
Abbildung 1 zeigt eine Strukturübersicht von Psoriasin nach Brodersen et al. 
(Brodersen, Etzerodt et al. 1998). Die Struktur beinhaltet zwei Monomere, die 
jeweils fünf α Helices (I-IV) besitzen. Die Helices I und II sowie III und IV weisen 
die spezifischen EF-Hand Aminosäuremotive auf.  
Celis et al. beschrieben eine Reihe von Proteinen, die in Keratinozyten von 
Psoriasis Patienten auftraten (Celis, Crüger et al. 1990). Aufgrund seiner 
verstärkten Expression in psoriatischer Haut wurde eins dieser Proteine 1991 als 
„Psoriasin“ beschrieben (Madsen, Rasmussen et al. 1991). Im Laufe der Jahre 
wurde Psoriasin eine Beteiligung an der Zellproliferation zugesprochen. Hoffman 
et al. stellten eine verstärkte Psoriasinsynthese in primären Keratinozyten nach 
einer Kalziumbehandlung fest (Hoffmann, Olsen et al. 1994). Zusätzlich konnte 
eine positive Rolle bei der Wundheilung, aber auch eine verstärkte Expression in 
Brustkrebs gezeigt werden (Lee and Eckert 2007; Moubayed, Weichenthal et al. 
2007). Aber auch als ein chemotaktisches Protein für T Lymphozyten und 
neutrophile Granulozyten wurde Psoriasin beschrieben (Jinquan, Vorum et al. 
1996). Dabei werden Chemokine und Zytokine wie IL-6, IL-8 und TNF-α 
synthetisiert. Ebenfalls wird Psoriasin eine induzierende Wirkung auf die 
Proteinkinase p38 und die Extrazelluläre Signal-regulierte Kinase (ERK) 
zugeschrieben (Zheng, Niyonsaba et al. 2008). Allerdings ist über die Funktion 
von Psoriasin im ZNS wenig bekannt. Es konnte lediglich eine erhöhte 
Konzentration von Psoriasin im Liquor cerebrospinalis nach einer Alzheimer 
Erkrankung festgestellt werden (Qin, Ho et al. 2009). Aufgrund dieses Ergebnisses 
wird Psoriasin als Biomarker in Alzheimer Erkrankungen diskutiert. 
Die antimikrobielle Aktivität von Psoriasin konnte 2005 nachgewiesen werden 
(Gläser, Harder et al. 2005). Bei einer geringen Exposition von Keimen konnte 
eine antimikrobielle Aktivität für den Darmkeim Escherichia coli festgestellt werden 
(Abbildung 2). Später konnte ebenfalls eine antimikrobielle Aktivität gegen 
Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa bei Verwendung höherer 
Psoriasinkonzentrationen ermittelt werden. Die antimikrobielle Aktivität kommt 
durch den Entzug von Spurenelementen zustande. Aber auch eine direkte 
Permeabilisierung der Bakterienmembran durch Psoriasin konnte beschrieben 
werden (Michalek, Gelhaus et al. 2009). 
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Abbildung 2: S. aureus Wachstum nach „Fingerprint“ Behandlung (Bevins 2005).  
Gewaschene Finger wurden mit den Bakterien S.aureus und E.coli inokuliert. Nach einer 
Inkubationszeit konnte nur ein S.aureus Wachstum nachgewiesen werden. Die Abbildung 
wurde von Frau Prof. Regine Gläser zur Verfügung gestellt. 
 
1.6.4 Koebnerisin 
Zu dem humanen Peptid S100A7 konnte im Nagetiermodell ein homologes Peptid 
„Koebnerisin“ (S100A15) identifiziert werden (Wolf, Voscopoulos et al. 2006). Die 
Homologie zwischen dem humanen Psoriasin und Koebnerisin in Nagetieren liegt 
bei ca. 95% (Kulski, Lim et al. 2003). Aufgrund dieser hohen Homologie kann 
Koebnerisin als Modellprotein für Psoriasin in Nagetieren verwendet werden (Wolf, 
Ruzicka et al. 2011). 
1.7 Gliazellaktivierung durch spezifische Rezeptoren  
Untersuchungen weisen darauf hin, dass antimikrobielle Peptide ihre proinflamma-
torische Wirkung über eine Interaktion mit zellspezifischen Rezeptoren ausüben.  
1.7.1 Formyl Peptid Rezeptor like 1 
Ein zellspezifischer Rezeptor ist der G-Protein gekoppelte Rezeptor „Formyl 
Peptid Rezeptor like 1“ (FPRL1). FPRL1 besitzt die Eigenschaften an N-Formyl-
Proteine, die bei der Degradation von Bakterienzellen entstehen, zu binden 
(Maffei, Heine et al. 1999; Park, Park et al. 2011). Darüber hinaus konnte gezeigt 
werden, dass eine Infektion mit bakterieller Meningitis zu einer Expression des 
Rezeptors FPRL1 führt (Braun, Slowik et al. 2011). Ebenfalls konnte eine 
Beteiligung von FPRL1 bei einer Alzheimer Erkrankung ermittelt werden 
(Brandenburg, Konrad et al. 2008; Brandenburg, Konrad et al. 2010).  
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1.7.2 Receptor for advanced glycation end products (RAGE) 
RAGE ist ein Transmembranrezeptor und gehört zur Familie der Immunglobuline 
(Xie, Reverdatto et al. 2008; Sparvero, Asafu-Adjei et al. 2009). Der Rezeptor 
besteht aus drei Regionen: aus der extrazellulären, der transmembranen und der 
zytoplasmatischen Domäne. Die extrazelluläre Domäne stellt die Liganden-
bindungsstelle dar. Die transmembrane Domäne sorgt für die Verankerung des 
Rezeptors an der Zellmembran. Die Aktivierung der Signalkaskade nach der 
Bindung des Liganden erfolgt über die zytoplasmatische Domäne (Ehlermann, 
Eggers et al. 2006; Steubesand, Kiehne et al. 2009). Neben dem Liganden AGE 
(advanced glycation end product) gehören auch die S100-Proteine zu den 
Liganden von RAGE (Xie, Reverdatto et al. 2008). Durch Wolf et al. konnte 
gezeigt werden, dass RAGE ebenfalls als Rezeptor für Psoriasin fungiert (Wolf, 
Howard et al. 2008). Weiterhin wurde eine Psoriasin induzierte Zellproliferation in 
Endothelzellen nachgewiesen (Shubbar, Vegfors et al. 2011). 
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1.8 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit 
Das Ziel der Arbeit war es, die Bedeutung des antimikrobiellen Peptids Psoriasin 
im ZNS zu untersuchen. Dabei wurde besonders die Funktion und Expression von 
Psoriasin im ZNS nach entzündlichen Erkrankungen wie z.B. Meningitis 
untersucht. Außerdem wurden die immunmodulatorischen Aufgaben von Psoriasin 
im ZNS analysiert. Dabei stellt sich die Frage, ob Psoriasin einen Einfluss auf 
Zellen des ZNS ausüben kann und gegebenenfalls eine Entzündungsreaktion 
modulieren kann.  
Dazu wurden folgende Aspekte bearbeitet: 
 Nachweis von Psoriasin im Liquor cerebrospinalis nach einer Meningitis-
erkrankung  
 Untersuchung der Psoriasinexpression in Gliazellen und meningealen 
Zellen nach einer bakterieller bzw. viralen Stimulation 
 Nachweis einer Psoriasinexpression in Gliazellen bzw. meningealen Zellen 
auf zellulärer Ebene mittels einer Kolokalisation 
 Untersuchung der Signaltransduktionswege der Psoriasinexpression nach 
einer bakterieller Stimulation 
 Untersuchungen zu immunmodulatorischen Eigenschaften von Psoriasin 
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2 Materialien und Methoden 
2.1 Geräte, Labormaterialien, Lösungen und Chemikalien 
Tabelle 1: Verwendete Geräte 
Geräte Typenbezeichnung/Hersteller 
Agarosegelkammer   Sub Cell® GT, BioRad, München, Deutschland
Blottingkammer  
Geldokumentation 
Trans Blot Turbo, BioRad, München 
E box VX2, Peqlab, USA 
Kryostat  Thermo Scientific 
Konzentrator Vacufuge Concentrator Eppendorf, Hamburg 
Mikroskop Eclipse LV 150 D, Nikon, Japan 
Mikroskop 
Mikroskop 
Nano Photometer 
Zeiss Axio Z1 Imager, Zeiss, Wetzlar 
BZ 9000, Keyence, Japan 
Nano Drop, Thermo Fisher Scientific, USA 
PCR Cycler Veriti, Applied Biosystems, USA 
Photometer   Infiniti M200, Tecan 
qPCR Cycler  Step One Plus Applied Biosystems, USA 
Spectrophotometer  NanoDrop1000, Thermo Fisher Scientific, USA
Zentrifuge  5417 R, Eppendorf, Hamburg 
    
Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterialien Hersteller 
Blotting Papier Rotilabo Blotting Papier Carl Roth, Deutschland 
Chemilumineszenzfilme  Hyperfilm, GE Healtcare Bio-Science, USA 
Micro AMP Optica Adhesive Film  Applied Biosytem, USA 
pPCR 96 well Platten  Applied Biosystem, USA 
Transfermembran Immobilion, Millipore, USA 
Zellkulturflaschen  Greiner Bio One International, Österreich 
Zellschaber Greiner Bio One International, Österreich 
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Tabelle 3: Verwendete Substanzen 
Substanz Hersteller 
Acrylamid   Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Ammoniumpersulfat Biomol GmbH, Hamburg 
Bicin    Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Bisbenzimid    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim 
Bromphenolblau   Fluka, Schweiz 
Chloroform   Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Coomassie® Brilliant Blue 250  
dNTP  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim 
Thermo Fisher Scientific, USA 
Entwickler und Fixierer für Röntgenfilme Agfa GmbH, Köln 
Ethylendiamintetraessigsäure  Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Ethanol p.A.   VWR International GmbH, Darmstadt 
Glycerol   Serva GmbH, Heidelberg 
Glycogen   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim 
Hepes   Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Immu-Mount  Thermo Fisher Scientific, USA 
Isopropanol  Merck KGaA, Darmstadt 
Mercaptoethanol    Merck KGaA, Darmstadt 
Methanol  Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Milchpulver     Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Natriumacetat   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim 
Natriumchlorid   Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Natriumdodecylsulfat   Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Natriumhydroxid   Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumpyrophoshat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim 
Natriumvanadat   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim 
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim 
PBS Biochrome AG, Berlin 
Pentobarbital  
Pikrinsäure 
Bayer AG; Leverkusen 
Merck KGaA, Darmstadt 
Phenylmethylsulfonyluorid   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim 
Poly (I:C) Invivogen, USA 
Poly-L-Lysin    ScienCell Research Laboratories, USA  
Proteinstandard 
Random Hexamer 
Reaktionspuffer für RT 
Thermo Fisher Scientific, USA 
Thermo Fisher Scientific, USA 
Thermo Fisher Scientific, USA 
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Reverse Transcriptase Thermo Fisher Scientific, USA 
Rinderserumalbumin 
RNAse freies Wasser 
Roti Free® Strippingpuffer 
Serva GmbH, Heidelberg 
VWR International GmbH, Darmstadt 
Carl Roth GmbH + Co. Kg, Karlsruhe 
Salzsäure   Merck KGaA, Darmstadt 
Spectra Multicolor Broad Range 
Sybr Green® 
Thermo Fisher Scientific Inc., USA 
Applied Biosystem, USA 
TEMED 
Tissue Tek® 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Sakura, USA 
Tris   Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Triton X-100    Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Trypanblau-Lösung  
Trypsin   
Fluka, Schweiz 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Tween® 20   Serva GmbH, Heidelberg 
Wasserstoffperoxid   Merck KGaA, Darmstadt 
 
 
Tabelle 4: Verwendete Kits 
Kit Hersteller 
BCA Protein Assay   Thermo Fisher Scientific, USA 
Cell Titer Blue® Cell Viability Assay Promega, USA 
Chemiluminescent HRP Substrate Millipore Corporation, USA 
ELISA Kit Psoriasin 
ELISA Kit Interleukin 6 
CircuLex, USA 
Duo Set, R & D System, USA 
peqGOLD TriFast Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
 
Tabelle 5: Verwendete Lösungen Puffer 
Lösungen und Puffer Herstellung 
Bisbenzimid-Gebrauchslösung: Bisbenzimid Stammlösung [50μg/ml]; 
Verbrauchslösung1:200 in PBS 
Dissoziationslösung: 24 mg Hepes; 20 mg Trypsin; 2 mg EDTA 
in 10 mL Dulbecco´s Modified Eagle Medium 
Polyacrylamidgel (12,5%): Trenngel: Trenngelpuffer, Acrylamid, APS, 
TEMED 
Sammelgel: Sammelgelpuffer, Acrylamid, 
APS, TEMED 
4 x Laemmli Puffer: 3 g Tris-HCl pH 6.8; 40 mL Glycerol; 5 g SDS; 
5 mg Bromphenolblau 
PBS-Puffer: 9,55 g PBS 
auf 1 L mit destilliertem Wasser auffüllen 
pH 7,4 
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Protein Lysepuffer: 50 mM Tris pH 7,5, 100 mM NaCl, 5 mM 
EDTA, 
1 % (v/v) Triton, 2,0 mM Natriumvanadat,  
2,5 mM Natrium-Pyrophosphat, 
1,0 mM -Glycerol- 
Phosphat, 1,0 mM Phenylmethylsulfonyluorid 
Stripping Puffer: 70 mM SDS, 62,5 mM Tris und 115 mM 
Mercaptoethanol 
Tris- Acetat- EDTA-Puffer (50x):  
TAE Puffer: 
 
242,2 g Tris; 37,2 g EDTA 
mit Eisessig auf pH 8 einstellen 
auf 1 L destilliertem Wasser auffüllen 
Tris-EDTA-Puffer: 
 
10 mL 1 M Tris-HCL-Puffer 
2 mL 0,5 M EDTA 
auf 1 L mit destilliertem Wasser aufgefüllen 
pH 8,0 
TBST Puffer: 15,2 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 
4,5 μM Tween20 
Transferpuffer: 25 mM Tris, 25 mM Bicin, 1,7 M Ethanol 
Trenngelpuffer: 1,5 M Tris, 14 mM SDS, pH 6,8 
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris, 14 mM SDS, pH 6,8 
Zamboni-Lösung: 2% Paraformaldehyd, 15% gesättigte 
Pikrinsäure in 0,1 M 
Phosphatpuffer; pH 7,4 
     
 
Tabelle 6: Verwendete Medien und Zellkulturzusätze 
Medium/Zusatz Hersteller 
Amphotericin B 
DNase 
Invitrogen GmbH, Darmstadt 
Invitrogen GmbH, Darmstadt 
Dulbecco´s Modified Eagle Medium  PAA Laboratories GmbH, Österreich 
fetales Kälberserum (FKS) Invitrogen GmbH, Darmstadt 
5-Fluoro-2-deoxyuridin  Invitrogen GmbH, Darmstadt 
Geneticin G418   Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Opti MEM® I   Invitrogen GmbH, Darmstadt 
PBS PAA Laboratories GmbH, Österreich 
Penicillin/Streptomycin  Invitrogen GmbH, Darmstadt 
Trypsin  Invitrogen GmbH, Darmstadt 
Zeocin   Invitrogen GmbH, Darmstadt 
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2.2 Stimulanzien 
2.2.1 Bakterienüberstände 
Folgende Bakterienüberstände wurden von Prof. Podschun (UK SH Campus Kiel) 
zur Verfügung gestellt: 
Tabelle 7: Verwendete Bakterienüberstände 
Bakterienüberstand aus: ATCC Nr. 
Neisseria meningitidis ATCC 13077 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 11440 
Staphylococcus aureus ATCC 6538 
Streptococcus pneumoniae ATCC 6303 
  
Die Bakterienüberstände wurden in einer Verdünnung von 1:100 eingesetzt. 
2.2.2 Lipopolysaccharide, Poly (I:C) und rekombinantes Psoriasin 
Das eingesetzte Lipopolysaccharid (LPS) stammt aus Salmonella typhimurium 
(Sigma Aldrich, USA). Es wurde in einer Endkonzentration von 100 ng/mL 
verwendet. Polyinosinic-polycytidylic acid (Poly (I:C)) wurde in einer Endkonzen-
tration von 25 µg/mL eingesetzt (Invivogen, USA). Die Stimulanzien wurden in 
DMEM bzw. in OptiMEM verdünnt. 
Rekombinantes Psoriasin wurde von Prof. Grötzinger (Institut für Biochemie, Kiel) 
bezogen. Eine detaillierte Herstellung des rekombinantem Psoriasin ist in Michalek 
et al. (Michalek, Gelhaus et al. 2009) beschrieben. 
2.3 Aufbereitung der Serumproben und des Liquor cerebrospinalis 
Die humanen Serumproben und Proben des Liquor cerebrospinalis wurden von 
der Klinik für Neurologie (UK SH Campus Kiel) zur Verfügung gestellt. Ein 
Ethikantrag liegt vor und wurde von der Ethikkommission Schleswig Holstein 
genehmigt. Es wurden Proben des Liquor cerebrospinalis und Serumproben von 
Patienten, die an Meningoenzephalitis, Enzephalomyelitis und Cytomegalovirus 
erkrankten, untersucht. Proben, die eine höhere Bakterienkeimzahl als 10*106 /mL 
aufwiesen, wurden als bakterielle Meningitis diagnostiziert. Patienten, die bereits 
Antibiotika erhielten, wurden ausgeschlossen. Die Proben wurden für 10 Minuten 
bei 250 x g zentrifugiert und anschließend bei -70º C gelagert. 
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2.4 Rattenmodell der Pneumokokken Meningitis 
Das Rattenmodell der Pneumokokken Meningitis wurde von Prof. Leib (Institut für 
Infektionskrankheiten, Bern, Schweiz) etabliert und zur Verfügung gestellt (Leib, 
Leppert et al. 2000). Ein Ethikantrag liegt vor und wurde von der Ethikkommission 
Bern (Schweiz) genehmigt. 
Für das Pneumokokken Meningitis Model wurden Wistar Ratten (Fa. Charles 
River, Sulzfeld, Deutschland) am elften postnatalen Tag mit einem durchschnitt-
lichen Gewicht von 25 g verwendet. Es erfolgte eine Injektion von 10 µL einer 
Kochsalzsuspension, die 107 KBE von S. pneumoniae (Serogruppe 3) enthielten, 
in die Zisterna magna. Die Injektion erfolgte mittels einer 32 Gauche Kanüle. Nicht 
infizierte Kontrolltiere wurde eine 10 µL Kochsalzlösung injiziert. Den Ratten wurde 
intrazisternal 10-30 µL Cerebrospinalflüssigkeit entnommen um die bakterielle 
Meningitis zu dokumentieren. Nach 12 und 24 Stunden wurden die Ratten mittels 
einer Überdosis Pentobarbital (100 mg/ kg) getötet.  
2.4.1 Herstellung von Kryoschnitten 
Zur Kryokonservierung wurden die Rattenhirne direkt nach der Entnahme mittels 
flüssigen Stickstoffs eingefroren. Die Lagerung der Gehirne erfolgte bei -70º C. 
Vor dem Anfertigen der Kryoschnitte wurde das Gehirn mit Tissue Tek® auf dem 
Objekttisch fixiert. Die Temperatur des Kryostats betrug dabei -18º C. Es wurden 
frontale Hirnschnitte von 10 µm angefertigt. Die Hirnschnitte wurden auf Superfrost 
Objektträger aufgezogen und für 10 Minuten bei RT getrocknet. Anschließend 
wurden die Kryoschnitte bei -70º C gelagert. 
2.5 Herstellung der Bakterienüberstände 
Die Bakterienüberstände wurden von Prof. Podschun (Institut für Infektions-
medizin, Christian Albrecht Universität Kiel) zur Verfügung gestellt. 
Zur Herstellung der Bakterienüberstände wurden die in Tabelle 7 angegeben 
Bakterien in LB Nährmedium bei 37º C kultiviert. Beim Erreichen einer optischen 
Dichte von 1,0 wurde 1 mL dieser Bakterienkultur in 9 mL frisches Kulturmedium 
überführt. Die Bakteriensuspension wurde für 24 Stunden bei 37º C in einer 75 
cm2 Zellkulturflasche inkubiert. 
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2.6 Zellkultur 
2.6.1 Präparation von Gliazellen 
Die primären Gliazellen wurden aus 3 Tage alten Versuchstieren kultiviert. Als 
Versuchstiere wurden je nach Versuchsansatz Wistar Ratten oder Wildtyp Mäuse 
(C57/Bl6) verwendet. Die Tiere wurden dekapiert, die Schädelkalotte eröffnet und 
das Gehirn entnommen. Der Kortex und das Mesencephalon wurden entnommen, 
von den Meningen getrennt und mit kaltem PBS gewaschen. Die Kortizes und die 
Mesencephali wurden mit Hilfe eines Skalpells zerkleinert und anschließend bei 
1500 g für 5 min zentrifugiert, der Überstand wurde verworfen. Die Gewebe-
teilchen wurden in einer Dissoziationslösung aufgenommen. Pro Rattenkultur 
wurden 2 Kortex und 3 Mesencephali und für die Mäuse jeweils 2 Kortex und 3 
Mesencephali in 3 mL Dissoziationslösung und 35 µL DNase gegeben. Nach 
Aufschütteln der Zellsuspension wurde diese für 30 min bei 37º C inkubiert. Die 
Zellsuspension wurde bei 1500 g für 5 min zentrifugiert. Pro 3 mL eingesetzter 
Dissoziationslösung wurden 2 mL DMEM, welches mit 10 % FKS, 1 % PeSt und 
50 µL DNase versetzt worden war, hinzugegeben. Die Suspension wurde 
gemischt und auf Zellkulturflaschen verteilt. Diese wurden anschließend mit 
DMEM (10 % FKS und 1% PeSt) aufgefüllt. Die Inkubation erfolgte bei 37º C.  
2.6.1.1 Kultivierung von Astrozyten 
Zur Kultivierung von Astrozyten wurde die in 2.6.1 beschriebene Methode 
angewandt. Die Zellsuspension wurde dabei in 25 cm2 Zellkulturflaschen 
ausgesät. Als Medium wurde stets DMEM mit 10 % FKS (inaktiviert bei 56º C) und 
1 % PeSt verwendet. Acht Tage lang wurden die Zellen jeden zweiten Tag mit 
frischem DMEM und Amphotericin B (Verdünnung 1:1000) versorgt. Vom achten 
auf den neunten Tag wurden die Zellen in den Zellkulturflaschen geschüttelt um 
andere Gliazellen zu entfernen. Astrozyten wachsen auf der Oberfläche der 
Zellkulturflasche während Mikroglia auf diesen proliferieren und dadurch 
abgeschüttelt werden können. Am zehnten Tag wurde zu DMEM außerdem 5-
Fluoro-2-deoxyuridin (FDU) (Verdünnung 1:1000) zu den Zellen gegeben. 
Dadurch sollte das Wachstum der Oligodendrozyten verhindert werden. Nach 
einigen Tagen waren die Zellkulturflaschen konfluent bewachsen und die 
Astrozytenkultur konnte subkultiviert werden. Dazu werden die Zellen mit PBS 
gewaschen und anschließend mit 5 % Trypsin abgelöst. Die Zellsuspension wird 
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in DMEM aufgenommen und bei 1500 g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wird 
abgesaugt und frisches Medium hinzugegeben. Um eine reine Astrozytenkultur zu 
erhalten werden andere Zellen mit Hilfe des „Preplating“ entfernt. Dazu wird die 
Zellsuspension auf Petrischalen verteilt und diese für 10 min bei 37º C inkubiert. 
Die Astrozyten verbleiben in der Zellsuspension dagegen andere Zellen wie 
Mikroglia oder Oligodendrozyten setzten sich schneller auf den Boden der 
Petrischale ab. Die Zellsuspension wird erneut für 5 min bei 1500 g zentrifugiert. 
Die Zellzahl wurde bestimmt und je nach Versuchsansatz in 6, 12, 24 oder 96 
Loch Zellkulturplatten ausgesät. 
2.6.1.2 Kultivierung von Mikroglia 
Zur Kultivierung von Mikroglia wurde die in 2.6.1 beschriebene Methode 
angewandt. Die Zellsuspension wurde dabei in 75 cm2 Zellkulturflaschen 
ausgesät. Diese Größe wurde gewählt, um eine möglichst hohe Mikrogliaausbeute 
zu erhalten. Anders als bei den Astrozyten werden die Kortizes und Mesencephali 
getrennt voneinander kultiviert. Als Medium wurde stets DMEM mit 10 % FKS 
(inaktiviert bei 44-53º C) und 1 % PeSt verwendet. Acht bis zehn Tage wurde das 
Medium täglich gewechselt um Zelltrümmer zu entfernen. Sobald die 
Zellkulturflaschen konfluent waren, konnten die Mikroglia geerntet werden. Die 
Mikroglia wuchsen auf dem Zellkulturrasen, sodass sich diese durch Schütteln der 
Flasche im Überstand befanden. Der Überstand wurde abgenommen und bei 
1500 g für 10 min zentrifugiert. Die Zellzahl wurde bestimmt und je nach 
Versuchsansatz in 6, 12, 24 oder 96 Loch Zellkulturplatten ausgesät. 
2.6.2 Präparation und Kultivierung von Meningen 
Die primären Meningen wurden aus 3 Tage alten Versuchstieren kultiviert. Als 
Versuchstiere wurden je nach Versuchsansatz Wistar Ratten oder Wildtyp Mäuse 
(C57/Bl6) verwendet. Die abgelösten Meningen wurden in kaltem PBS gewaschen 
und als zerrupfte Häutchen auf eine mit PLL beschichtete 6 Loch Zellkulturplatte 
gelegt. Als Medium wurde DMEM mit 50 % FKS und 1 % PeSt verwendet. Am 
nächsten Tag klebten die Häutchen fest am Boden und es wurde vorsichtig 
frisches Medium zugegeben. Es erfolgte täglich ein Mediumwechsel. Um eine 
reine meningeale Zellkultur zu erzielen wurde bei Bedarf dem Medium 5 % 
Pferdeserum zugefügt. Dieses verhindert das Wachstum von Oligodendrozyten 
und Astrozyten. Die Zellen wurden trypsinisiert und in 25 cm2 Zellkulturflaschen 
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ausgesät. Die Zellzahl wurde bestimmt und je nach Versuchsansatz in 6, 12, 24 
oder 96 Loch Zellkulturplatten ausgesät. 
2.6.3 Bestimmung der Zellzahl 
Um definierte Zellmengen zu erreichen wurde vor jedem Aussäen der Zellen die 
Zellzahl bestimmt. Diese wurde mit Hilfe einer Neubaukammer ermittelt. Ein 
definiertes Volumen wurde mit Trypanblau versetzt und die Zellsuspension auf 
eine Neubauerkammer aufgetragen. Dieser Farbstoff diffundiert in die toten Zellen 
und lässt sie unter dem Mikroskop blau erscheinen. Vitale Zellen dagegen 
leuchten hell auf. Aufgrund des definierten Zellvolumen und der Anzahl der 
gezählten Zellen kann auf die eigentliche Zellzahl zurückgerechnet werden. 
2.6.4  Cell Titer Blue® Cell Viability Assay 
Das Cell Titer Blue® Cell Viability Assay ist eine fluorimetrische Methode um die 
Zellviabilität zu bestimmen. Dabei wird der Redoxfarbstoff Resazurin als Indikator 
verwendet um die metabolische Kapazität der Zellen zu messen. Viable Zellen 
sind in der Lage Resazurin in das fluoreszierende Resorufin zu reduzieren. 
Metabolisch inaktive Zellen sind nicht in der Lage den Farbindikator Resazurin zu 
reduzieren. 
Es wurden 15.000 Zellen pro well in eine 96 well Platte mit Vollmedium ausgesät 
und für 24 Stunden bei 37 º C inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 
unterschiedlichen Konzentrationen der jeweiligen Testsubstanz stimuliert. 
Wasserstoffperoxid wurde als Negativkontrolle eingesetzt. Als Referenz wurden 
zellfreie Lochplatten mit Reagenz verwendet. Nach einer Inkubationszeit von 12 
Stunden wurde das Cell Titer Blue® Reagenz im Verhältnis 1:5 auf die Zellkultur 
gegeben. Der Farbumschlag von Resazurin in das reduzierte Resorufin wurde 1 
bis 4 Stunden nach Zugabe mit Hilfe des Photometers (560(20)Ex/590(10)Em) 
detektiert. Zur Auswertung wurde folgende Berechnung genutzt: 
relative Zellviabilität= Extinktion stimulierte Zellen/ Extinktion unstimulierte Zellen 
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2.6.5 Transfektion von humanen embryonalen Nierenzellen 
Als Medium wurde stets DMEM mit 10 % FKS (inaktiviert bei 56º C) und 1 % PeSt 
verwendet. Je nach Transfektion wurden dem Medium unterschiedliche Selek-
tionsantibiotika zugefügt.  
Die humanen embryonalen Nierenzellen (HEK Zellen) wurden in 25 cm2 
Zellkulturflaschen kultiviert und regelmäßig gesplittet. Dazu wurde das Medium 
abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Anschließend wurde 2 % Trypsin 
(verdünnt mit PBS) auf die Zellen gegeben. Nach kurzer Inkubation wurde Medium 
hinzugegeben und die Zellen somit abgelöst. Die Zellsuspension wurde bei 1500 g 
für 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem Medium aufgenommen und 
nach Bedarf in neue 25 cm2 Zellkulturflaschen ausgesät bzw. für den Versuchs-
ansatz und Transfektion in 12 Loch Zellkulturplatten ausgesät. 
Für die Transfektion wurden die in 12 Loch Zellkulturplatten ausgesäten HEK 
Zellen mit dem Transfektionskit jetPRIME nach der Anleitung des Herstellers und 
den verwendeten Plasmiden transfiziert. Die einzelnen Reaktionsansätze sind in 
Tabelle 8 beschrieben.  
 
Tabelle 8: Zusammensetzung der Transfektionsansätze 
Zelllinie jet Prime Puffer Jet Prime Reagenz Vektor DNA 
HEK 
FPRL1 
150 µL 3 µL 1,5 µg pcDNA3.1-hFPRL1 
HEK 
RAGE 
150 µL 3 µL 1,5 µg pcDNA3.1/Zeo-h 
RAGE 
HEK 
∆RAGE 
150 µL 3 µL 1,5 µg pcDNA3.1/Zeo- 
∆RAGE 
 
Dem Medium wurde bei der Transfektion kein PeSt zugefügt. Nach Zugabe von 
100 µL des Transfektionsansatz pro Loch wurden die Zellen für 18 Stunden bei 
37º C inkubiert. Danach wurde die Transfektionslösung entfernt und frisches 
Medium hinzugegeben. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen auf 6 
Loch Zellkulturplatten ausgesät. Die transfizierten HEK Zellen enthielten das 
jeweilige Selektionsantibiotikum. Die mit pcDNA3.1-hFPRL1 transfizierten HEK 
Zellen erhielten Medium mit 500 µg/mL Geneticin (G418), den mit pcDNA3.1/Zeo-
h RAGE bzw.pcDNA3.1/Zeo-∆ RAGE transfizierten HEK Zellen wurde Medium mit 
100 µg/mL Zeocin zugegeben. Im Gegensatz zu den untransfizierten HEK Zellen 
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erhielten die transfizierten HEK Zellen einen Selektionsvorteil durch den 
transfizierenden Vektor. 
2.7 Proteinchemische Methoden 
Die Zellen wurden wie in 2.6.1 beschrieben kultiviert und in 12 Loch-
Zellkulturplatten ausgesät. Astrozyten und Meningen wurden mit 150.000 
Zellen/Loch und Mikroglia wurden mit 1.000.000 Zellen/Loch ausgesät. Nachdem 
die Zellen konfluent waren, wurden diese mit den in Tabelle 7 aufgeführten 
Stimulanzien und LPS behandelt.  
2.7.1 Enzym linked immuno assay (ELISA) 
Um die Endkonzentration von Psoriasin in humanen Serum und Liquorproben 
nachzuweisen wurde ein Enzym linked immuno assay (ELISA) durchgeführt. Dazu 
wurde ein kommerzielles Psoriasin Kit der Firma CircuLex (USA) verwendet. Die 
Endkonzentration von Interleukin-6 in Astrozyten nach einer Behandlung von 
rekombinantem Psoriasin wurde mit Hilfe des R&D Duo Set Kit (USA) 
durchgeführt. 
Die ELISA Kits beruhen auf der Methode des Sandwich ELISA Prinzip. Eine 96 
well Platte wurde mit einem spezifischen Antikörper beschichtet. Danach wurden 
die Standards und Proben im Duplikat in die jeweiligen Lochplatten pipettiert. 
Nach mehrmaligem Waschen der Platte wurde der HRP (Horseradish peroxidase) 
Konjugat-Detektions-Antikörper zugegeben. Nach erneutem Waschen der Platte 
wurden Substrat Reagenz und Stopplösung in die Platte pipettiert. Im Anschluss 
wurde die Absorption bei 450 nm gemessen. Mit Hilfe der Standardkurve wurde 
die detektierte Proteinkonzentration ermittelt. 
2.7.2 Zelllyse und Proteinisolierung 
Das Stimulationsmedium wurde abgesaugt und die Zellen wurden mit kaltem PBS 
gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 200 µL Protein-Lysepuffer lysiert. Die 
Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Oberfläche der Zellkulturplatte 
gekratzt. Das Zelllysat wurde bis zur Verwendung bei -20º C gelagert. 
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2.7.3 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Der Gesamtproteingehalt im Zelllysat wurde mit Hilfe des BCA-Protein-Assays 
bestimmt.  
2.7.4 SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels der diskontinuierliche SDS 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit 12,5 % igen Polyacryl-
amidgelen. Für die SDS PAGE wurden Proteinkonzentrationen von 5 bis 15 µg pro 
Geltasche eingesetzt. Zum Einstellen der korrekten Proteinkonzentration wurde 
der 4 x Laemmli Probenpuffer verwendet. Anschließend wurden die Proben für 15 
Minuten bei 95º C denaturiert und abgekühlt. Auf jedes Gel wurde 5 µL 
Proteinstandard aufgetragen. Die Proteinauftrennung erfolgte zunächst im 
Sammelgel für 15 min bei 60 V, anschließend im Trenngel für 45 min bei 200 V. 
2.7.5 Proteintransfer mittels Western Blot Verfahren 
Nach der Auftrennung der Proteine im Polyacrylamidgel wurden die Gele für 20 
Minuten in Transferpuffer eingelegt. Die Proteine wurden mittels des Semi-Dry 
Verfahren auf eine PVDF Membran transferiert. Dazu wurde die PVDF Membran 
für 1 min in Methanol aktiviert und für 20 min in Transferpuffer eingelegt. Das Gel 
und die Transfermembran wurden nach Herstellerangaben in die Blottkammer 
gelegt. Der Proteintransfer erfolgte bei 20 V bei einer Dauer von 20 min.  
2.7.6 Immundetektion 
Durch die Immundetektion kann man ein bestimmtes Protein mit Hilfe eines 
Antigen-Antikörper-Komplex qualitativ und quantitativ erfassen. Um unspezifische 
Bindungen des Antikörpers zu verhindern wurde die PVDF Membran nach dem 
Proteintransfer für 1 Stunde mit 5 % igem Milchpulver in TBST inkubiert. Nach 
mehrmaligem Waschen in TBST erfolgte die Detektion des primären Antikörpers 
über Nacht. Die eingesetzten Verdünnungen der Antikörper befinden sich in 
Tabelle 9. 
Am nächsten Tag wurde die Membran erneut in TBST gewaschen und 
anschließend eine Stunde mit dem jeweiligen Sekundärantikörper inkubiert. Der 
Sekundärantikörper war jeweils gegen die Spezies des Primärantikörpers gerichtet 
Materialien und Methoden 
 28
und mit einer Meerrettichperoxidase (HPRT) gekoppelt. Nach dem Inkubieren des 
Sekundärantikörpers wurde die Membran nochmals in TBST gewaschen.  
Tabelle 9: Verwendete Antiköper für die Immundetektion 
Primärantikörper Verdünnung Hersteller 
anti-ERK 2   1:500 Santa Cruz Biotechnology, 
USA 
anti-pERK 1/2  1:500 Santa Cruz Biotechnology, 
USA 
anti-NFκB p65 1:1000 Abcam, USA 
Sekundärantikörper   
anti-mouse HPRT 1:20000 Cell Signaling, USA 
anti-rabbit  1:20000 Cell Signaling, USA 
 
2.7.7 Detektion der Antigen Antikörper Komplex 
Die Detektion des Antigen-Antikörper-Komplex wurde mit Hilfe des ECL Kits 
durchgeführt. Die erste Detektionslösung enthält Luminol, welches bei der 
Oxidation mit Wasserstoffperoxid eine Chemilumineszenz bewirkt. In der zweiten 
Detektionslösung befindet sich Wasserstoffperoxid, das Substrat der 
Meerrettichperoxidase. Aus den beiden Detektionslösungen des ECL Kits wurde 
ein 1:1 Gemisch hergestellt und unter Lichtausschluss auf die PVDF Membran 
gegeben. Nach einer Inkubation von 5 min wurde die Chemilumineszenz auf 
einem ECL empfindlichen Film sichtbar gemacht.  
2.7.8 Strippen der PVDF Membran  
Um eine aussagekräftige Konzentration des Zielproteins im Verhältnis zum 
Gesamtprotein zu errechnen, wurde eine Ladekontrolle durchgeführt. Um 
mögliche gebundene Antigen Antikörper Komplexe von der Membran zu entfernen 
wurde diese für 15 min bei 60º C in Roti®-Free Stripping Puffer inkubiert. Nach 
mehrmaligem Waschen der Membran in TBST wurde die Membran erneut mit 5 % 
igem Milchpulver blockiert. Anschließend wurde wie in 2.7.6 beschrieben die 
Immundetektion durchgeführt. 
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2.8 Immunhistochemische Methoden 
2.8.1 Aussäen der Zellen auf Deckgläser 
Um die Zellen immunhistochemisch anzufärben wurden diese auf Deckgläschen 
ausgesät. Es wurden Deckgläschen (Durchmesser 12 mm) in einer 24 Loch- 
Zellkulturplatte mit PLL vorbeschichtet. Anschließend wurden die Zellen in einer 
Dichte von 15000 Zellen/Loch auf den Deckgläschen ausgesät. Nach der 
Stimulation der Zellen wurden diese mit Zamboni-Lösung für 30 Minuten fixiert und 
anschließend mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden bis zur Immunfluoreszenz-
färbung in PBS bei 4º C gelagert. 
2.8.2 Immunfluoreszenzfärbung 
Für die Permeabilisierung der Zellmembran wurden die Zellen für 10 Minuten mit 
0,1 % igem Triton X in PBS behandelt. Danach wurden die Zellen dreimal für 5 
Minuten mit 50 mM Tris-Lösung gewaschen. Im Anschluss wurden freie 
Bindungsstellen mit einer 1,5 % igen BSA-Lösung (in Tris-Puffer) blockiert. In 
Tabelle 10 sind die verwendeten Primärantikörper aufgelistet. Diese wurden 
entsprechend den Herstellerangaben mit 1,5 % igem BSA in Tris Puffer verdünnt 
und für 2 Stunden bei RT inkubiert. Anschließend wurden die Deckgläschen mit 
Tris Puffer gewaschen um den nicht gebundenen Antikörper zu entfernen. Danach 
wurden die Zellen mit dem ersten Sekundärantikörper für 1 Stunde inkubiert. Für 
eine Doppelfluoreszenzfärbung musste danach der zweite Primärantikörper über 
Nacht hinzugegeben werden. Nach dem Waschen erfolgte die Zugabe des 
zweiten Sekundärantikörpers. Im Anschluss wurde eine Kernfärbung mit 
Bisbenzimid, verdünnt auf 250 ng/mL in PBS-Puffer, durchgeführt. Die 
Deckgläschen wurden mit Aqua bidest gespült und mit Immu-Mount auf einen 
Objektträger befestigt.  
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Tabelle 10: Verwendete Antikörper für die Immunfluoreszenzfärbung 
Primärantikörper Verdünnung Hersteller 
anti-β-Actin   1:500 Santa Cruz Biotechnology, 
USA 
anti-GFAP 1:500 Abcam, USA 
anti-Iba 1:250 Wako, USA 
anti-NFκB p 65 1:100 Abcam, USA 
anti-S100A15  1:250 Santa Cruz Biotechnology, 
USA 
anti-Thy 1 1:250 Serotec, USA 
Sekundärantikörper   
Alexa Fluor ®488 
Donkey anti-Goat igG 
1:20000 Life Technology; USA 
Goat anti-mouse IgG 
Cy3 
1:20000 Dianova, Hamburg 
Goat anti-rabbit IgG 
Cy3 
1:20000 Chemicon, USA 
 
2.9 Molekularbiologische Methoden 
2.9.1 RNA Isolierung 
Für die Isolierung der RNA in Astrozyten und meningealen Zellen wurde das Kit 
NucleoRNA II der Firma Macherey-Nagel verwendet. Es wurden jeweils 106 Zellen 
nach der jeweiligen Stimulation abgelöst. Die Säulenaufreinigung der totalen RNA 
erfolgte gemäß Herstellerangaben. Die isolierte RNA wurde in 30 µl RNase freiem 
Wasser aufgenommen. 
Die RNA der Mikroglia wurde mit dem Extraktionspuffer TriFast der Firma peqGold 
isoliert. Der verwendete Extraktionspuffer enthält Guanidinisothiocyanat und 
Phenol zur Hemmung der vorhandenen RNasen.  
Es wurden 1 mL der TriFast Lösung auf 5 x 105 Zellen gegeben und für 5 Minuten 
bei RT inkubiert. Um ein sichtbares RNA Pellet zu erhalten wurde bei Bedarf 
Glykogen (1 µg/mL.) zu der TriFast Lösung gegeben. Nach dem Vortexen der 
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Suspension wurde 200 µL Chloroform hinzugegeben. Die Lösung wurde erneut 
durchmischt und für 5 min bei RT inkubiert. Eine Zentrifugation bei 12000 g für 10 
min bei 4º C führte zur Phasentrennung. Die wässrige Oberphase enthielt die 
RNA, die organische Unterphase enthielt das Chloroform und Zelltrümmer. Die 
Oberphase wurde in ein 1,5 mL Reaktionsgefäß überführt, die Unterphase wurde 
verworfen. Zu der RNA haltigen Oberphase wurde 500 µL Isopropanol gegeben, 
um die RNA auszufällen. Das Ausfällen erfolgte nach Mischen der Suspension 
und 10 min Inkubation bei RT. Anschließend wurde die Lösung bei 12.000 g für 30 
min bei 4º C zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit 70 % igem Ethanol 
gewaschen und 10 min bei 12.000 bei 4º C zentrifugiert. Anschließend wurde das 
Pellet mit der Vacufuge getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in 30 µl RNase 
freiem Wasser aufgenommen und 10 min bei 55º C inkubiert. Die RNA wurde bis 
zur Verwendung bei -70º C gelagert.  
2.9.2 Quantifizierung von RNA 
Die Konzentration bzw. die optische Dichte der RNA in wässriger Lösung wurde 
mit Hilfe des UV-Vis Spektralphotometer bei einer Wellenlänge von 260 nm 
bestimmt. Hierbei entspricht eine Absorptionseinheit A260 40 µg/mL RNA. Um ein 
Maß für die Reinheit der RNA zu erhalten wurde zusätzlich die Absorption bei 280 
nm ermittelt. Die RNA wurde für weitere Versuche verwendet wenn der Quotient 
A260/280 im Bereich von 1,7-2,1 lag. 
2.9.3 cDNA Synthese 
Die isolierte RNA wurde durch Reverse Transkriptase Polymerase Ketten 
Reaktion (RT-PCR) zur complimentary DNA (cDNA) umgeschrieben. Es wurde 
abhängig vom Versuchsansatz von 40 bis 80 ng RNA umgewandelt. Die cDNA 
Synthese erfolgte gemäß dem Herstellerprotokoll der Reversen Transkriptase.  
Pro Reaktionsansatz wurde die entsprechende RNA Menge mit 2 µL Random 
Hexamer versetzt und für 5 min bei 70º C inkubiert. Random Hexamer dient als 
Primer für die Reverse Transkriptase. Folgender Reaktionsansatz wurde für die 
cDNA Synthese hergestellt: 
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Tabelle 11: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für die cDNA Synthese 
Reaktionsansatz für cDNA Synthese pro Ansatz 
RNA (entsprechende Konz. eingestellt) 7 µL 
Mastermix:  
10 x Reaktionspuffer 4 µL 
dNTP Mix (10 mM) 2 µL 
RNAse und DNase freies Wasser 1 µL 
Gesamtvolumen 7 µL 
 
Der Mastermix wurde zu den Proben pipettiert und für 5 min bei 25º C inkubiert. 
Es wurde jeweils 1 µL Reverse Transkriptase zugegeben und wie folgt erhitzt: 10 
min bei 25º C; 60 min bei 42º C und 10 min bei 70º C. Im Anschluss wurden die 
Proben auf 4º C gekühlt. Die cDNA wurde bei -20º C bis zu vier Wochen gelagert. 
2.9.4 Reverse Transkription PCR 
Die Reverse Transkription PCR (RT-PCR) stellt eine Methode zur Amplifikation 
von Nukleinsäuren dar. Die zu amplifizierende Zielsequenz ist in der Regel 
zwischen 100 und 1000 bp lang. Die PCR besteht aus drei Schritten: 
Denaturierung, Annealing und Elongation. Bei der Denaturierung d.h. eine 
Temperaturerhöhung auf 95°C werden die Doppelstränge der DNA aufgelöst. 
Beim Annealing erfolgt eine Abkühlung auf eine durch die Primersequenz 
spezifisch festgelegte Temperatur. Die Primer können sich hierbei an die 
komplementäre Stelle der DNA heften und dienen in der folgenden 
Extensionsphase als Startpunkt für die Synthese des neuen DNA-Strangs durch 
die DNA-Polymerase. Abschließend erfolgt die Verlängerung der Primer analog 
des komplementären DNA-Stranges durch Einbau im Überschuss vorliegender 
Nukleotide. Dieser Elongationsschritt wird bei 72°C, dem Temperaturoptimum der 
verwendeten thermostabilen Taq-Polymerase, durchgeführt. Nach einem 
Reaktionszyklus hat sich die Zahl der Kopien der Zielsequenz theoretisch 
verdoppelt, bei Wiederholung der Reaktion erfolgt ein exponentieller Anstieg der 
Kopien.  
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Die in 2.9.3 synthetisierte cDNA wurde mittels RT-PCR mit folgendem Reaktions-
ansatz amplifiziert. 
Tabelle 12: Reaktionsansatz für die RT-PCR 
Reaktionsansatz für RT-PCR pro Ansatz 
DNA 1 µL 
Mastermix:  
5x Reaktionspuffer 4 µL 
dNTP´s (10mM) 1 µL 
Primer 2 µL 
RNAse und DNase freies Wasser 12 µL 
Gesamtvolumen 20 µL 
 
Der Mastermix wurde hergestellt und zu der DNA pipettiert. Das PCR Programm 
setzte sich aus 35 Zyklen wie folgt zusammen: 
Tabelle 13: Verwendetes RT-PCR Programm 
Zyklusanzahl  Temperatur Zeit 
einmalig Denaturierung 95°C 5 min 
35 Denaturierung 95°C 30 sec 
35 Annealing 55°C 30 sec 
35 Elongation 72°C 45 sec 
einmalig Elongation 72°C 7 min 
 
Die PCR Produkte wurden elektrophoretisch in einem 1 % igen (w/v) Agarosegel 
mit Ethidiumbromid (10 µg/mL) und TAE Laufpuffer aufgetrennt und mit Hilfe des 
Geldokumentationssystems (Peqlab, USA) aufgenommen.  
2.9.5 Real time quantitative PCR 
Die real time quantitative PCR (qPCR) beruht auf der Methode der PCR und dient 
gleichzeitig zur Quantifizierung der DNA. Die Quantifizierung erfolgt über eine 
Fluoreszenzmessung eines interkalierenden Farbstoffes. Als Fluoreszenzfarbstoff 
wurde Sybr® Green, welcher mit der DNA interkaliert und somit fluoresziert, 
eingesetzt. Die Zunahme der Target DNA ist somit proportional zu dem gemessen 
Fluoreszenzsignal. 
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Die eingesetzten Primer sind jeweils sequenzspezifisch und sind zu bestimmten 
DNA Sequenzen komplimentär und können mit diesen hybridisieren. Diese Primer 
dienen als Startpunkt für die DNA Polymerase, die unter Verbrauch von dNTPs 
einen zur cDNA komplimentären Strang synthetisiert. Der PCR Cycler registriert 
den ersten Zyklus bei dem die gemessene Fluoreszenz der Probe erstmalig 
signifikant den Hintergrundschwellenwert überschreitet. Dieser Schwellenwert wird 
als CT Wert bezeichnet. 
Um die gemessene qPCR zu qualifizieren wurde eine Schmelzkurvenanalyse 
durchgeführt. Dabei wird die DNA kontinuierlich von 50 auf 90 º C erhitzt und somit 
aufgeschmolzen. Die DNA Fragmente denaturieren bei einer spezifischen 
Schmelztemperatur in Einzelstränge und können somit von Primerdimeren 
unterschieden werden. 
Die cDNA wurde mit RNase und DNase freiem Wasser auf eine Konzentration von 
40 ng/µL verdünnt. Jeder Versuchsansatz wurde mit einem spezifischen Primer 
und einem Referenzgen in der Doppelbestimmung durchgeführt. Um eine 
qualitative Aussage über die Einzelwerte zu treffen, wurde das Modell von Pfaffl 
(Pfaffl 2001) herangezogen. Bei einer Analyse der Referenzgene zeigte sich 
HPRT als das effektivste Referenzgen für die angesetzten Versuche. Bei dem 
Referenzgen HPRT handelt es sich um ein nicht ubiquitär exprimiertes Gen. Die 
Effizienz der einzelnen Primer wurde ermittelt, indem eine Verdünnungsreihe der 
Proben mit definierten Primerkonzentrationen angesetzt wurde. 
Für die qPCr wurden folgende Reaktionsansätze hergestellt: 
Tabelle 14: Reaktionsansatz für die qPCR bei Einsatz von MWG Primern  
Reaktionsansatz für qPCR pro Ansatz 
Sybr®Green 7,5 µL 
Primer forward (100µM) 0,75 µL 
Primer reverse (100µM) 0,75 µL 
Template (cDNA) 40 ng/µL 4 µL 
RNase und DNase freies Wasser 2 µL 
Gesamtvolumen 15 µL 
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Tabelle 15: Reaktionsansatz für die qPCR bei Einsatz von Qiagen Primern 
Reaktionsansatz für qPCR pro Ansatz 
Sybr®Green 7,5 µL 
Primer Qiagen 3 µL 
Template (cDNA) 40 ng/µL 4 µL 
RNase und DNase freies Wasser 0,5 µL 
Gesamtvolumen 15 µL 
 
2.10 Datenanalyse 
Die Proteinbanden auf dem ECL empfindlichen Filmen wurde mit dem Programm 
„Image J“ ausgewertet. Es wurde jeweils die zu detektierende Proteinbande mit 
der entsprechenden Ladekontrolle verrechnet. 
Alle Daten und Graphen wurden mit dem Programm Graph Pad Prism 5.03 
ausgewertet und dargestellt. 
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3 Ergebnisse  
Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Studien über die Expression und 
Funktion von Psoriasin und S100A15 im ZNS gliedert sich in drei Abschnitte. Der 
erste Abschnitt behandelt die Expression von Psoriasin nach einer bakteriellen 
Meningitis bzw. viralen Stimulation. Als in Nagetieren „orthologes Psoriasin“ wird 
S100A15 untersucht.  
Im nächsten Abschnitt sollen Signaltransduktionswege analysiert werden, welche 
die Expression von Psoriasin vermitteln könnten. Aber auch Psoriasin als 
Signalprotein soll untersucht werden.  
Im letzten Abschnitt soll überprüft werden, welche Rezeptoren die Aktivität von 
Psoriasin vermitteln. Hierbei wurde u.a. der spezifische Rezeptor von Psoriasin in 
Gliazellen untersucht.  
 
3.1  Nachweis von Psoriasin in humanen CSF von Meningitis Patienten 
Es wurden humane CSF Proben von Patienten, die an bakterieller und viraler 
Meningitis erkrankten, mittels HPLC Analyse untersucht. Bei den Proben der 
bakteriellen Infektion konnte eine Konzentrationszunahme von Psoriasin von 3,0 
ng/ml auf 24,7 ng/ml bestimmt werden (Daten wurden von Prof. Schröder, UKSH 
Campus Kiel zur Verfügung gestellt). Im ELISA Test sollten diese Daten bestätigt 
werden (Abbildung 3). 
Es wurden CSF und Serumproben auf die vorhandene Psoriasinkonzentration 
getestet. Die CSF Proben von nicht infizierten Patienten wiesen eine Psoriasin-
konzentration von 2,5 ng/mL auf. Nach einer bakteriellen Meningitis Infektion stieg 
diese auf 32,1 ± 5,6 ng/mL signifikant an. Im Vergleich, CSF Proben von Patienten 
mit viraler Meningitis bzw. Serumproben zeigten keine signifikant erhöhten 
Psoriasinkonzentrationen.  
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Abbildung 3: Zunahme der Psoriasinkonzentration in humanen CSF Proben bei 
bakterieller Meningitis 
Mittels ELISA wurde die Psoriasinkonzentration in CSF Proben und Serumproben von 
Patienten, die an bakterieller und viraler Meningitis erkrankten, quantifiziert. (K) Kontrolle, 
(bM) bakterielle Meningitis, (vM) virale Meningitis. Die Analyse wurde mit fünf Patienten in 
dreifacher Ausführung durchgeführt. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler der 
Mittelwerte an,*** = p< 0,0001 (ANOVA Test, Mehrfachvergleiche erfolgten mit 
Bonferroni´s Multiple Test). 
 
3.2 Kolokalisierte S100A15 Expression im Rattenmodell der 
Pneumokokken Meningitis 
Das in vivo Modell wurde genutzt, um die Induktion und den zellulären Ursprung 
der Psoriasin Protein Expression im ZNS zu analysieren. Dazu wurde in 
Nagetieren das orthologe Protein S100A15 im Pneumokokken-Meningitis-Modell 
untersucht. 
Frontale Ratten Hirnschnitte aus dem Pneumokokken Meningitis Modell wurden 
fixiert und eine Doppelfluoreszenzfärbung mit entsprechenden Antikörpern 
angefertigt. Eine mögliche Kolokalisation zwischen S100A15 und den 
zellspezifischen Antikörpern wurde im Fluoreszenzmikroskop ermittelt. Bei einer 
Kolokalisation zwischen S100A15 und dem zellspezifischen Antiköper kommt es 
durch Überlagerung zu einer Gelbfärbung. 
Um eine mögliche Induktion und den zellulären Ursprung der S100A15 Expression 
in Astrozyten zu ermitteln, wurden frontale Hirnschnitte mit anti-S100A15 (grün) 
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und dem spezifischen Astrozytenmarker anti-GFAP (rot) gefärbt (Abbildung 4 A). 
Hirnschnitte von nicht infizierten Ratten zeigten eine sehr geringe positive GFAP 
Fluoreszenzfärbung. GFAP ist ein spezifischer Marker für aktivierte Astrozyten 
(Bramanti, Tomassoni et al. 2010). Im Vergleich konnte eine starke Zunahme der 
S100A15 Expression 12 Stunden nach Infektion in Astrozyten nachgewiesen 
werden. Zusätzlich konnte eine Kolokalisation von S100A15 und GFAP festgestellt 
werden. Eine geringere S100A15 Expression trat nach 24 Stunden Infektion in 
Astrozyten auf. Auch hier konnte eine Kolokalisation von S100A15 und Astrozyten 
identifiziert werden. Durch diese Färbung konnte eine starke S100A15 Expression 
12 Stunden nach Infektion und eine etwas geringe S100A15 Expression 24 
Stunden nach Infektion in Astrozyten bewiesen werden. 
In Abbildung 4 B wurde anti-S100A15 und anti-Iba1 als spezifischer Mikroglia-
marker verwendet (Imai, Ibata et al. 1996). Weder eine S100A15 Expression noch 
eine Kolokalisation zwischen dem Pneumokokken Meningitis Modell und Mikroglia 
konnte festgestellt werden. 
Um meningeale Zellen nachzuweisen, wurde in Abbildung 4 C der spezifische 
Meningenmarker Thy1 verwendet (Campbell, Gagnon et al. 1981). Ähnlich den 
Astrozyten zeigten meningeale Zellen eine starke S100A15 Expression 12 und 24 
Stunden nach Infektion. Somit konnte in meningealen Zellen ebenfalls eine 
Induktion der S100A15 Expression gezeigt werden. 
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Abbildung 4: S100A15 Expression und Kolokalisation im Ratten Meningitis Modell 
Juvenile Ratten wurden intrazisternal mit Streptococcus pneumoniae infiziert und nach 12 
und 24 h getötet. Die nicht infizierten Kontrollen wurden mit steriler Kochsalzlösung 
infiziert. Mit den fixierten Hirnschnitten wurde eine Doppelfluoreszenzfärbung mit 
spezifischen Antikörpern durchgeführt. (A) Frontale Hirnschnitte wurden mit S100A15 
(grün) und mit dem Astrozytenmarker GFAP (rot) gefärbt. (B) Frontale Hirnschnitte 
wurden mit S100A15 (grün) und mit dem Mikrogliamarker Iba1 (rot) gefärbt. (C) Frontale 
Hirnschnitte wurden mit S100A15 (grün) und mit dem Meningenmarker (Thy1) gefärbt. Bei 
allen Hirnschnitten wurde eine Kernfärbung mit Bisbenzimid (blau) durchgeführt. Der 
Maßstabbalken entspricht 20 µm. Es wurden frontale Hirnschnitte von drei Tieren 
untersucht. 
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3.3 In vitro S100A15 Expression in Glia und meningealen Zellen nach 
bakterieller Stimulation 
Die S100A15 Protein Expression wurde in Glia und meningealen Zellen anhand 
eines in vitro Modells untersucht. Primäre Ratten Gliazellen und meningeale 
Zellen wurden auf Deckgläschen ausgesät und mit dem Zellwandbestandteil Gram 
negativer Bakterien (LPS) für 24 Stunden stimuliert. LPS wurde als Positivkontrolle 
verwendet. Neben LPS wurden Bakterienüberstände von Gram negativen 
Bakterien: Neisseria meningitides (Nm), Pseudomonas aeruginosa (Pa) und 
Bakterienüberstände von Gram positiven Bakterien: Streptococcus pneumoniae 
(Sp) und Staphylococcus aureus (Sa) zur Stimulation benutzt. Die S100A15 
Protein Expression wurde mittels spezifischen Antikörper und Fluoreszenz-
mikroskopie aufgenommen. Abbildung 5 A zeigt eine gesteigerte S100A15 Protein 
Expression nach einer Stimulation mit Nm, Sp und LPS. Dagegen zeigten 
Mikroglia keine erhöhte S100A15 Protein Expression nach einer Behandlung mit 
Bakterienüberständen oder LPS (Abbildung 5 B). Eine erhöhte S100A15 Protein 
Expression konnte in meningealen Zellen nach allen Stimulationen beobachtet 
werden (Abbildung 5 C). 
Um die Fluoreszenzzunahme des S100A15 Signals zu evaluieren, wurde die 
relative Fluoreszenzintensität berechnet. Diese setzt sich aus dem Quotienten der 
entsprechenden Fluoreszenzintensität und der Fluoreszenzintensität der nicht 
stimulierten Kontrollen zusammen. In Astrozyten konnte eine signifikant erhöhte 
S100A15 Protein Expression nach der Behandlung mit Nm (1,8 ± 0,3), Sp (2,0 ± 
0,3) und LPS (2,4 ± 0,2-fach erhöhte Fluoreszenzintensität) berechnet werden 
(Abbildung 5 D). Ebenfalls eine erhöhte S100A15 Protein Expression wurde in 
meningealen Zellen nach der Stimulation mit Nm (1,8 ± 0,2), Pa (1,9 ± 0,1), Sp 
(1,8 ± 0,1), Sa (2,2 ± 0,2) oder LPS (1,6 ± 0,1-fach erhöhte Fluoreszenzintensität) 
ermittelt (Abbildung 5 F). Im Vergleich zu Astrozyten und meningealen Zellen 
konnte in Mikroglia keine signifikant erhöhte S100A15 Protein Expression nach 
einer Behandlung mit Bakterienüberständen oder LPS berechnet werden 
(Abbildung 5 E). 
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Abbildung 5: S100A15 Protein Expression in Glia und meningealen Zellen nach 
bakterieller Stimulation 
In vitro S100A15 Protein Expression in Ratten Glia und meningealen Zellen nach 
bakterieller Stimulation. (A) Astrozyten; (B) Mikroglia und (C) meningeale Zellen wurden 
mit folgenden Bakterienüberständen für 24 Stunden stimuliert: Neisseria meningitidis 
(Nm), Pseudomonas aeruginosa (Pa), Streptococcus pneumoniae (Sp), Staphylococcus 
aureus (Sa) oder Lipopolysaccharide (LPS), (K) Kontrolle. Nach der Inkubation wurden 
die Glia und meningealen Zellen fixiert und eine Doppelfluoreszenzfärbung durchgeführt. 
Es wurde der Antikörper anti-S100A15 (grün) und Bisbenzimid (blau) als Kernfärbung 
benutzt. Die Abbildung (A-C) zeigt repräsentative Ergebnisse aus drei unabhängigen 
Versuchen. Maßstabbalken = 20 µm für (A) und (C); Maßstabbalken = 10 µm für (B). In D-
F wurde die Fluoreszenzintensität der S100A15 Expression zwischen behandelten Zellen 
und der Kontrolle berechnet. Diese Berechnungen wurden aus 20 unterschiedlichen 
Fluoreszenzbildern angefertigt. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler der 
Mittelwerte an, *= p< 0,05; ***= p< 0,0005 (ANOVA Test, Mehrfachvergleiche erfolgten mit 
Bonferroni´s Multiple Test). 
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3.4 S100A15 mRNA Expressionsmuster in Glia und meningealen Zellen 
nach Stimulation 
Basierend auf den Ergebnissen der S100A15 Protein Expression in vivo und in 
vitro wurden diese Versuche auf mRNA Ebene übertragen. Es sollte untersucht 
werden, ob Glia und meningeale Zellen nach einer bakteriellen Stimulation eine 
induzierte S100A15 mRNA Expression zeigen. Zusätzlich sollte die S100A15 
mRNA Expression nach einer viralen Stimulation untersucht werden. Dazu wurde 
das synthetische Polyinosine-polycytidylicacid Poly (I:C) verwendet, welches eine 
doppelsträngige RNA, wie sie bei viralen Infektionen auftritt, entspricht (De 
Miranda, Yaddanapudi et al. 2009). 
3.4.1 S100A15 m RNA Expression in Glia und meningealen Zellen nach 
bakterieller Stimulation 
Primäre Ratten Gliazellen und meningeale Zellen wurden mit dem 
Zellwandbestandteil (LPS) als Positivkontrolle oder mit den folgenden Bakterien-
überständen stimuliert: Neisseria meningitides (Nm), Pseudomonas aeruginosa 
(Pa), Streptococcus pneumoniae (Sp) und Staphylococcus aureus (Sa). Die 
Stimulation erfolgte für 6, 12 und 24 Stunden. Astrozyten zeigten nach einer 6 
stündigen Stimulation für folgende Bakterienstämme eine signifikante Steigerung 
der S100A15 mRNA: Nm (9,8 ± 1,2), Sp (12,1 ± 1,7) und LPS (44,7 ± 7,4 –fache 
Zunahme der mRNA). Ebenfalls war eine signifikant erhöhte S100A15 mRNA 12 
und 24 Stunden nach der Behandlung mit LPS (5,7 ± 0,6 und 6,8 ± 0,6) vorhanden 
(Abbildung 6 A). Im Vergleich zu den Astrozyten zeigten Mikroglia keine 
signifikante Erhöhung der S100A15 mRNA nach einer Stimulation mit Bakterien-
überständen und LPS (Abbildung 6 B). In meningealen Zellen konnte nach einer 6 
stündigen Stimulation mit Nm (19,9 ± 4.2), Pa (14,2 ± 4,5), Sp (6,2 ± 1,4) und LPS 
(70,7 ± 3,0) eine signifikant erhöhte S100A15 mRNA nachgewiesen werden 
(Abbildung 6 C). Zusätzlich wurde nach 12 Stunden Stimulation eine signifikante 
Erhöhung der S100A15 mRNA für die Bakterienstämme Nm (2,8 ± 0,2), Pa (3,3 ± 
0,4), Sp (3,1 ± 0,2) und LPS (30,6 ± 1,7 –fache Zunahme der mRNA) detektiert. 
Nach 24 Stunden zeigte lediglich eine Stimulation mit LPS eine signifikante 
Erhöhung der S100A15 mRNA (2,6 ± 0,4 fache Zunahme der mRNA). 
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Abbildung 6: S100A15 Expressionsmuster in Glia und meningealen Zellen nach 
bakterieller Stimulation 
In vitro S100A15 mRNA Expression in primären Ratten Glia und meningealen Zellen nach 
bakterieller Stimulation: (A) Astrozyten; (B) Mikroglia und (C) meningeale Zellen. Die 
Primärzellen wurden mit folgenden Bakterienüberständen für 6, 12 und 24 Stunden 
stimuliert: Neisseria meningitidis (Nm), Pseudomonas aeruginosa (Pa), Streptococcus 
pneumoniae (Sp), Staphylococcus aureus (Sa) oder Lipopolysaccharide (LPS). Die 
S100A15 mRNA Expression wurde unter Verwendung von Sybr Green mittels einer real 
time RT-PCR analysiert. Die ermittelten Daten wurden auf die nicht stimulierten Kontrollen 
(K) normiert. Als endogene Kontrolle wurde Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-
transferase (HPRT) verwendet. Die Versuche wurden mit fünf Tieren im Triplett 
durchgeführt. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler der Mittelwerte an, * = p< 
0,05; ** =p< 0,006; *** = p< 0,0007 (t-Test, Signifikanz zwischen den nicht stimulierten 
Kontrollen und den stimulierten Zellen). 
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3.4.2 S100A15 mRNA Expression in Glia und meningealen Zellen nach 
viraler Stimulation 
Primäre Rattenglia und meningeale Zellen wurden mit (Poly (I:C)) in einer 
Konzentration von 25 µg/ mL für 6, 12 und 24 Stunden stimuliert.  
In Astrozyten konnte nach einer Behandlung von 6 Stunden (60,8 ± 3,2) und 12 
Stunden (37,9 ± 2,4 –fache Zunahme der mRNA) eine signifikante S100A15 
mRNA Expression ermittelt werden (Abbildung 7 A). Meningeale Zellen zeigten 
ebenfalls eine signifikante S100A15 mRNA Expression nach 6 Stunden (66,6 ± 
3,4) und 12 Stunden (42,8 ± 3,4) Behandlung mit Poly (I:C) (Abbildung 7 C). 
Mikroglia zeigten dagegen keine signifikante S100A15 mRNA Expression nach 
einer Behandlung mit Poly (I:C) (Abbildung 7 B).  
 
Abbildung 7: S100A15 Expressionsmuster in Glia und meningealen Zellen nach 
viraler Stimulation 
In vitro S100A15 mRNA Expression in primären Ratten Glia und meningealen Zellen nach 
viraler Stimulation: (A) Astrozyten; (B) Mikroglia und (C) meningeale Zellen. Die 
Primärzellen wurden mit Poly (I:C) für 6, 12 und 24 Stunden stimuliert: Die S100A15 
mRNA Expression wurde unter Verwendung von Sybr Green mittels einer real time RT-
PCR analysiert. Die ermittelten Daten wurden auf die nicht stimulierten Kontrollen (K) 
normiert. Als endogene Kontrolle wurde Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 
(HPRT) verwendet. Die Versuche wurden mit drei Tieren im Triplett durchgeführt. Die 
Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler der Mittelwerte an, *** = p< 0,0001 (t-Test, 
Signifikanz zwischen den nicht stimulierten Kontrollen und den stimulierten Zellen). 
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3.5 Signaltransduktion der S100A15 Expression 
In diesem Abschnitt wurde untersucht über welchen Signaltransduktionsweg die 
S100A15 Expression induziert werden könnte. Dazu wurden Astrozyten und 
meningeale Zellen mit Bakterienüberständen von Neisseria meningitidis (Nm) oder 
Streptococcus pneumoniae (Sp) oder mit Lipopolysaccharid (LPS) behandelt. Bei 
diesen Stimulationen konnte bereits in Kapitel 3.4.1 eine signifikante S100A15 
mRNA Expression nach einer Stimulationszeit von 6 Stunden gezeigt werden. Als 
spezifische Inhibitoren wurden U0126 (Inhibitor für MEK/ERK Signaltransduktion), 
L-NIL (Inhibitor für iNOS, Stickstoffmonoxidsynthase) und Curcumin (Inhibitor für 
NFκB Signaltransduktion) eingesetzt. 
3.5.1 S100A15 Expression in Astrozyten nach der Ko-Stimulation von 
Bakterienüberständen mit U0126 
Astrozyten und meningeale Zellen wurden mit Bakterienüberständen und dem 
Inhibitor U0126 für 6 Stunden stimuliert (Abbildung 8). Anhand einer real time RT-
PCR wurde die S100A15 mRNA Expression im Vergleich auf die nicht stimulierten 
Kontrollen (K) normiert. Astrozyten, die lediglich mit Nm stimuliert wurden zeigten 
im Vergleich zur Behandlung mit Nm und U0126 eine signifikante S100A15 mRNA 
Expression (10,6 ± 0,6 -fache Zunahme der mRNA). Ebenfalls zeigten die 
Behandlungen mit Sp bzw. LPS eine signifikante S100A15 mRNA Expression als 
Astrozyten, die mit Sp und U0126 bzw. LPS und U0126 stimuliert wurden (12,8 ± 
1,4; 43,4 ± 5,8). Bei unbehandelten Astrozyten (K) und Astrozyten, die nur mit 
U0126 behandelt wurden, konnte keine S100A15 mRNA Expression ermittelt 
werden. Auch bei meningeale Zellen konnte im Vergleich zur Inhibitorbehandlung 
bei den Stimulationen mit Nm, Pa, Sp oder LPS eine signifikante S100A15 mRNA 
Expression festgestellt werden (21,7 ± 1,8; 13,8 ± 1,3; 5,8 ± 0,8; 73,8 ± 2,7) 
(Abbildung 8 B). Die unstimulierten Kontrollen sowie die meningealen Zellen, die 
mit dem Inhibitor stimuliert wurden, zeigten keine S100A15 mRNA Expression. 
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Abbildung 8: S100A15 Expressionsmuster in Astrozyten und meningealen Zellen 
nach Stimulation mit dem Inhibitor U0126 
In vitro S100A15 mRNA Expression in primären Ratten Astrozyten und meningealen 
Zellen nach bakterieller Stimulation mit dem Inhibitor U0126: (A) Astrozyten; (B) 
meningeale Zellen. Die Primärzellen wurden mit dem Inhibitor U0126 für 6 Stunden 
stimuliert: Neisseria meningitidis (Nm), Pseudomonas aeruginosa (Pa), Streptococcus 
pneumoniae (Sp) oder Lipopolysaccharide (LPS). Die S100A15 mRNA Expression wurde 
unter Verwendung von Sybr Green mittels einer real time RT-PCR analysiert. Die 
ermittelten Daten wurden auf die nicht stimulierten Kontrollen (K) normiert. Als endogene 
Kontrolle wurde Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) verwendet. Die 
Versuche wurden mit drei Tieren im Triplett durchgeführt. Die Fehlerindikatoren zeigen 
den Standardfehler der Mittelwerte an, * = p< 0,05 *** = p< 0,0001 (t-Test, Signifikanz 
zwischen den nicht stimulierten Kontrollen und den stimulierten Zellen). 
 
3.5.2 S100A15 Expression in Astrozyten nach der Ko-Stimulation von 
Bakterienüberständen mit L-NIL 
Astrozyten und meningeale Zellen wurden mit Bakterienüberständen und dem 
Inhibitor L-NIL für 6 Stunden stimuliert (Abbildung 9 A). Es wurde eine real time 
RT-PCR durchgeführt um die S100A15 mRNA Expression zu detektieren. Die 
ermittelten Daten wurden auf die nicht stimulierten Kontrollen (K) normiert. Eine 
signifikante S100A15 mRNA Expression konnte nach einer Behandlung mit Nm, 
Sp oder LPS in Astrozyten gezeigt werden (10,6 ± 0,6; 12,8 ± 1,4; 43,4 ± 5,8 – 
fache Zunahme der mRNA). Die entsprechenden Inhibitorbehandlungen mit 
Nm/NIL, Sp/NIL bzw. LPS/NIL zeigten keine signifikante S100A15 mRNA 
Expression. Bei unbehandelten Astrozyten (K) und Astrozyten, die nur mit L-NIL 
behandelt wurden, konnte keine S100A15 mRNA Expression ermittelt werden. 
Meningeale Zellen zeigten nach einer 6 stündigen Behandlung mit Nm, Pa, Sp 
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oder LPS eine signifikante S100A15 mRNA Expression (21,7± 1,8; 13,8 ± 1,3; 5,8 
± 0,8; 73,8 ± 2,7). Dagegen zeigten die entsprechenden Behandlungen mit 
Nm/NIL, Sp/NIL bzw. LPS/NIL keine signifikante Expression (Abbildung 9 B). 
Meningeale Zellen, die nur mit NIL behandelt wurden bzw. nicht stimulierte 
Kontrollen, zeigten keine S100A15 mRNA Expression. 
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Abbildung 9: S100A15 Expressionsmuster in Astrozyten und meningealen Zellen 
nach Stimulation mit dem Inhibitor L-NIL 
In vitro S100A15 mRNA Expression in primären Ratten Astrozyten und meningealen 
Zellen nach bakterieller Stimulation mit dem Inhibitor L-NIL: (A) Astrozyten; (B) 
meningeale Zellen. Die Primärzellen wurden mit dem Inhibitor L-NIL für 6 Stunden 
stimuliert: Neisseria meningitidis (Nm), Pseudomonas aeruginosa (Pa), Streptococcus 
pneumoniae (Sp) oder Lipopolysaccharide (LPS). Die S100A15 mRNA Expression wurde 
unter Verwendung von Sybr Green mittels einer real time RT-PCR analysiert. Die 
ermittelten Daten wurden auf die nicht stimulierten Kontrollen (K) normiert. Als endogene 
Kontrolle wurde Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) verwendet. Die 
Versuche wurden mit drei Tieren im Triplett durchgeführt. Die Fehlerindikatoren zeigen 
den Standardfehler der Mittelwerte an, * =p< 0,05 *** = p< 0,0001 (t-Test, Signifikanz 
zwischen den nicht stimulierten Kontrollen und den stimulierten Zellen). 
 
3.5.3 S100A15 Expression in Astrozyten nach der Ko-Stimulation von 
Bakterienüberständen mit Curcumin 
Primäre Astrozyten und meningeale Zellen wurden mit Nm, Pa oder LPS und dem 
Inhibitor Curcumin für 6 Stunden stimuliert. Mittels real time RT-PCR wurde die 
S100A15 mRNA Expression im Vergleich zu den nicht stimulierten Kontrollen (K) 
ermittelt. Astrozyten zeigten nach einer Behandlung mit Nm, Sp oder LPS eine 
signifikante S100A15 mRNA Expression (10,6 ± 0,6; 12,8 ± 1,4; 43,4 ± 5,8 – fache 
Zunahme der mRNA) (Abbildung 10 A). Dagegen konnte nach einer Behandlung 
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mit Nm/Cur, Sp/Cur oder LPS/Cur keine signifikante Expression festgestellt 
werden. Kontrollen und Astrozyten, die nur mit Cur behandelt wurden zeigten 
ebenfalls keine Expression. Meningeale Zellen zeigten eine verstärkte S100A15 
mRNA Expression nach der Behandlung mit Nm, Pa, Sp oder mit LPS (21,7± 1,8; 
13,8 ± 1,3; 5,8 ± 0,8; 73,8 ± 2,7) (Abbildung 10 B). Auch hier zeigte eine 
Behandlung mit dem Inhibitor Curcumin keine signifikante Expression. 
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Abbildung 10: S100A15 Expressionsmuster in Astrozyten und meningealen Zellen 
nach Stimulation mit dem Inhibitor Curcumin 
In vitro S100A15 mRNA Expression in primären Ratten Astrozyten und meningealen 
Zellen nach bakterieller Stimulation mit dem Inhibitor Curcumin: (A) Astrozyten; (B) 
meningeale Zellen. Die Primärzellen wurden mit dem Inhibitor Curcumin (Cur) für 6 
Stunden stimuliert: Neisseria meningitidis (Nm), Pseudomonas aeruginosa (Pa), 
Streptococcus pneumoniae (Sp) oder Lipopolysaccharide (LPS). Die S100A15 mRNA 
Expression wurde unter Verwendung von Sybr Green mittels einer real time RT-PCR 
analysiert. Die ermittelten Daten wurden auf die nicht stimulierten Kontrollen (K) normiert. 
Als endogene Kontrolle wurde Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) 
verwendet. Die Versuche wurden mit drei Tieren im Triplett durchgeführt. Die 
Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler der Mittelwerte an, * = p< 0,05 *** = p< 
0,0001 (t-Test, Signifikanz zwischen den nicht stimulierten Kontrollen und den stimulierten 
Zellen). 
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3.6 Rekombinantes Psoriasin als Signalmolekül 
In diesem Ergebnisteil wurde untersucht, ob rekombinantes Psoriasin funktionelle 
Aufgaben als Signalmolekül im ZNS ausüben könnte. Dazu wurden Gliazellen und 
meningeale Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von rekombinantem 
Psoriasin behandelt. Im Anschluss wurden verschiedene Signaltransduktionswege 
untersucht. 
3.6.1 Zellviabilität nach der Stimulation mit rekombinantem Psoriasin 
Mit Hilfe des Cell Titer Blue Assay wurde untersucht, ob die Zellviabilität von 
primären Glia und meningealen Zellen nach einer Behandlung mit rekombinantem 
Psoriasin beeinflusst wird. Dazu wurden Glia und meningeale Zellen mit 
unterschiedlichen Konzentrationen von rekombinantem Psoriasin für 24 Stunden 
behandelt (Abbildung 11). Bei keiner Stimulation konnte eine signifikante 
Steigerung der Viabilität im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. Sowohl 
Gliazellen als auch meningeale Zellen zeigten nach einer 24 stündigen 
Behandlung mit Psoriasin eine Zellviabilität. Bei den Zellen, die als Positivkontrolle 
mit H2O2 abgetötet wurden, konnte keine Zellviabilität festgestellt werden. 
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Abbildung 11: Relative Zellviabilität von Glia und meningealen Zellen nach der 
Stimulation von Psoriasin 
Astrozyten (A), Mikroglia (B) und meningeale Zellen (C) wurden mit verschiedenen 
Psoriasinkonzentrationen von 25 bis 500 ng/mL für 24 Stunden behandelt. H2O2 diente als 
Positivkontrolle. Es wurde die Zellviabilität der unstimulierten Kontrollen mit den 
behandelten Zellen verglichen und der Quotient ermittelt. Die Fehlerindikatoren zeigen 
den Standardfehler der Mittelwerte an, *** = p< 0,0001 (t-Test, Signifikanz zwischen den 
nicht stimulierten Kontrollen und den stimulierten Zellen). 
 
3.6.2 Morphologieänderung primärer Gliazellen nach der Stimulation mit 
Psoriasin 
In der Literatur wurden bereits bei Mikroglia Änderungen der Morphologie nach 
Einwirkung von Pathogenen beschrieben. In diesem Abschnitt soll untersucht 
werden, ob eine Stimulation von rekombinantem Psoriasin zu einer Morphologie-
änderung in primären Gliazellen führt. Dazu wurden primäre Gliazellen für 24 
Stunden mit unterschiedlichen Psoriasinkonzentrationen stimuliert. Mit einem 
immunfluoreszenten Antikörper gegen den Zytoskelettbestandteil β-Aktin wurde 
die gesamte Zelle gefärbt. Die Fläche der gesamten Zelle wurde mit Hilfe des 
Programms „ImageJ“ ausgemessen und gegen die Kontrolle normiert. 
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3.6.3 Änderung der Morphologie von primären Astrozyten 
Abbildung 12 A zeigt mit Psoriasin stimulierte Astrozyten, bei denen eine Fluores-
zenzfärbung mit ß-Aktin und Bisbenzimid durchgeführt wurde. Nicht stimulierte 
Kontrollen und stimulierte Astrozyten zeigten beide keine Veränderung der 
Morphologie. Bei einer statistischen Auswertung der Zellfläche konnte im 
Vergleich zu den Kontrollen ebenfalls keine Vergrößerung der Zelle festgestellt 
werden (Abbildung 12 B). 
 
Abbildung 12: Primäre Astrozyten nach der Stimulation mit rekombinantem 
Psoriasin 
Astrozyten wurden 24 Stunden mit rekombinantem Psoriasin stimuliert. Die Zellen wurden 
mit Konzentrationen von 25 ng bis 500 ng/ mL behandelt. Nach der Inkubation wurden die 
Zellen fixiert und eine Doppelfluoreszenzfärbung durchgeführt. Es wurde der Antikörper 
β-Aktin (rot) und Bisbenzimid (blau) als Kernfärbung benutzt. Abb. A zeigt repräsentative 
Ergebnisse aus drei unabhängigen Versuchen. Maßstabbalken = 20 µm. In Abb. B wurde 
die Fluoreszenzintensität der Aktin Expression zwischen behandelten Zellen und der 
Kontrolle (K) berechnet. Diese Berechnungen wurden aus 15 unterschiedlichen 
Fluoreszenzbildern angefertigt. Eine statistische Signifikanz lag nicht vor (ANOVA Test, 
Mehrfachvergleiche erfolgten mit Bonferroni´s Multiple Test). 
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3.6.4 Änderung der Morphologie von primären Mikroglia 
Die Mikroglia wurden auf Deckgläschen ausgesät und mit unterschiedlichen 
Psoriasinkonzentrationen für 24 Stunden behandelt. Es wurde eine Fluoreszenz-
färbung mit β-Aktin und Bisbenzimid durchgeführt. Im Vergleich zur Kontrolle 
sehen die Mikroglia nach einer Behandlung mit Psoriasin vergrößert aus 
(Abbildung 13 A). Es wurde eine signifikante Vergrößerung der Zellfläche in 
Mikroglia nach einer Behandlung mit 100 bzw. 200 ng/mL Psoriasin errechnet. 
(2,1 ± 0.1 bzw. 1,6 ± 0,1-fache der Kontrolle). Eine Behandlung der Mikroglia mit 
300 bzw. 500 ng/mL Psoriasin zeigte keine signifikante Veränderung der 
Morphologie (Abbildung 13 B).  
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Abbildung 13: Primäre Mikroglia nach der Stimulation mit rekombinantem Psoriasin 
Mikroglia wurden 24 h mit Psoriasin (25 ng bis 500 ng/ mL) stimuliert. Die Zellen wurden 
fixiert und eine Fluoreszenzfärbung durchgeführt. Es wurde der Antikörper β-Aktin (rot) 
und Bisbenzimid (blau) als Kernfärbung benutzt. Abb. A zeigt repräsentative Ergebnisse 
aus drei unabhängigen Versuchen. Maßstabbalken = 10 µm. In Abb. B wurde die 
Fluoreszenzintensität der Aktin Expression zwischen behandelten Zellen und der 
Kontrolle (K) berechnet. Diese Berechnungen wurden aus 15 Fluoreszenzbildern 
angefertigt. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler der Mittelwerte an, * = p< 
0,05, *** =p< 0,0001 (ANOVA Test, Mehrfachvergleiche erfolgten mit Bonferroni´s Multiple 
Test). 
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3.6.5 Aktivierung von ERK in Gliazellen und meningealen Zellen nach 
bakterieller Stimulation 
Astrozyten wurden in diesem Versuchsteil zuerst mit Bakterienüberständen oder 
LPS stimuliert, um diese im Anschluss mit den Psoriasin stimulierten Gliazellen 
und meningealen Zellen vergleichen zu können. Die Zellen wurden ausgesät und 
12 Stunden auf serumfreiem Medium kultiviert. Danach wurden die Zellen mit LPS 
oder den Bakterienüberständen Neisseria meningitidis (Nm), Pseudomonas 
aeruginosa (Pa), Streptococcus pneumoniae (Sp) und Staphylococcus aureus 
(Sa) für 15 Minuten behandelt. Die Phosphorylierung von ERK (pERK) wurde 
mittels Western Blot Analyse überprüft. Im Vergleich zu nicht stimulierten 
Kontrollen konnte in Gliazellen und meningealen Zellen eine Phosphorylierung von 
ERK nach allen Behandlungen festgestellt werden (Abbildung 14 A-C). Es erfolgte 
eine densitometrische Auswertung der Western Blot Analysen (Abbildung 14 D-F). 
Nach einer Behandlung mit Nm (5,2 ± 0,8), Pa (4,3 ± 1), Sp (3,4 ± 0,7), Sa (3,5 ± 
0,5) oder LPS (5,1 ± 0,6 - fache der Kontrolle) konnte eine signifikante 
Phosphorylierung von ERK in Astrozyten ermittelt werden. Bei Mikroglia zeigte 
sich folgende Phosphorylierung von ERK: Nm (4,4 ± 0,5), Pa (3,2 ± 0,6), Sp (3,5 ± 
0,2), Sa (4 ± 0,7) oder LPS (5,4 ± 0,8 - fache der Kontrolle). Auch bei meningealen 
Zellen konnte eine Phosphorylierung von ERK densitometrische bestätigt werden: 
Nm (4,2 ± 0,4), Pa (3,6 ± 0,7), Sp (5,4 ± 1,4), Sa (4,7 ± 1,4) oder LPS (5,8± 1,3 - 
fache der Kontrolle). 
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Abbildung 14: Aktivierung von ERK in Gliazellen nach bakterieller Stimulation 
Western Blot Analyse zur ERK 1/2 Phosphorylierung in Ratten Gliazellen (A) Astrozyten, 
(B) Mikroglia, (C) meningeale Zellen. Die Zellen wurden mit Bakterienüberständen für 15 
Minuten behandelt und anschließend lysiert. Neisseria meningitidis (Nm), Pseudomonas 
aeruginosa (Pa), Streptococcus pneumoniae (Sp), Staphylococcus aureus (Sa) oder 
Lipopolysaccharide (LPS). 5 µg Protein wurden über ein SDS Polyacrylamidgel 
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion von phosphoryliertem ERK 1/2 und ERK 2 
erfolgte durch monoklonale Antikörper. In dieser Abbildung ist ein Western Blot aus fünf 
unabhängigen Versuchen gezeigt. In D-F sind die Mittelwerte der densitometrischen 
Auswertung der Western Blots dargestellt. Die Fehlerindikatoren zeigen den 
Standardfehler der Mittelwerte an, *= p< 0,05, **= p< 0,002 *** = p< 0,0001 (ANOVA Test, 
Mehrfachvergleiche erfolgten mit Bonferroni´s Multiple Test). 
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3.6.6 Aktivierung von ERK in Gliazellen und meningealen Zellen nach 
Stimulation mit Psoriasin 
Durch die Stimulation von rekombinantem Psoriasin mit primären Glia und 
meningealen Zellen wurde untersucht, ob Psoriasin die ERK Signalkaskade 
beeinflusst und zur Aktivierung von ERK führt. Dazu wurden Glia und meningeale 
Zellen ausgesät und für 12 Stunden unter serumfreien Medium gehalten. Die 
Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von Psoriasin für 15 min 
stimuliert. Astrozyten zeigten nach einer Behandlung mit rekombinantem Psoriasin 
keine signifikante Phosphorylierung von ERK (Abbildung 15 A). Mikroglia und 
meningeale Zellen zeigten nach Stimulationen mit Psoriasin eine 
Phosphorylierung von ERK (Abbildung 15 B, C). Bei den stimulierten Astrozyten 
konnte lediglich nach einer Behandlung mit LPS eine ERK Phosphorylierung 
ermittelt werden (3,2 ± 0,1- fache Zunahme der Kontrolle) Abbildung 15 D). 
Mikroglia, die mit einer Konzentration von 100 bis 500 ng/mL Psoriasin behandelt 
wurden, konnte eine 5 bis 8 fache Phosphorylierung festgestellt werden (5,5 ± 0,1; 
5,8 ± 0,2; 4,4 ± 0,7; 8,0 ± 0,9;). Auch eine Behandlung mit LPS induziert eine 
signifikante Phosphorylierung von ERK 1/2 (8,2 ± 0,4) (Abbildung 15 E). Eine 4 bis 
6 fache Phosphorylierung von ERK 1/2 konnte bei meningealen Zellen ab einer 
Behandlung von 100 ng/mL Psoriasin beobachtet werden (5, 5± 0,3; 6,5 ± 0,9; 
4,4 ± 0,2; 4,6 ± 0,6) Eine LPS Behandlung führte bei meningealen Zellen ebenfalls 
zu einer signifikant induzierten ERK Phosphorylierung (4,4 ± 0,5) (Abbildung 15 
F). 
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Abbildung 15: ERK Phosphorylierung in Glia und meningealen Zellen nach 
Psoriasinbehandlung 
Western Blot Analyse zur ERK 1/2 Phosphorylierung in Ratten Glia und meningealen 
Zellen mit (A) Astrozyten, (B) Mikroglia und (C) meningealen Zellen. Die Zellen wurden 
mit Konzentrationen von 25-500 ng/mL rekombinantem Psoriasin behandelt und 
anschließend lysiert. 5 µg Protein wurden über ein SDS Polyacrylamidgel 
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion von phosphoryliertem ERK 1/2 und ERK 2 
erfolgte durch monoklonale Antikörper. In dieser Abbildung ist ein Western Blot aus drei 
unabhängigen Versuchen gezeigt. In D-F sind die Mittelwerte der densitometrischen 
Auswertung der Western Blots dargestellt: (D) Astrozyten, (E) Mikroglia und (F) 
meningeale Zellen. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler der Mittelwerte an, 
*= p< 0,05, **=p< 0,003 *** =p< 0,0006 (ANOVA Test, Mehrfachvergleiche erfolgten mit 
Bonferroni´s Multiple Test). 
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3.7 Aktivierung von NFκB in Astrozyten  
Dem NFκB Signaltransduktionsweg schreibt man eine große Bedeutung für die 
Regulation der Immunantwort, der Zellproliferation und des Zelltodes zu. Es 
wurden unterschiedliche Stimulationsversuche in primären Astrozyten 
durchgeführt, um diesen Signaltransduktionsweg zu untersuchen. Dazu wurden 
Astrozyten mit Bakterienüberständen stimuliert, da z.B. LPS zu den NFκB 
aktivierenden Faktoren gehört (Ulevitch and Tobias 1999). Weiterhin wurde 
untersucht, ob auch rekombinantes Psoriasin eine NFκB aktivierende Wirkung auf 
Astrozyten besitzt. 
3.8 Aktivierung von NFκB in Astrozyten nach Behandlung mit 
Bakterienüberständen oder LPS 
Astrozyten wurden mit folgenden Bakterienüberständen stimuliert: Neisseria 
meningitidis (Nm), Pseudomonas aeruginosa (Pa), Streptococcus pneumoniae 
(Sp) oder Staphylococcus aureus (Sa). Als positive Kontrolle wurde LPS 
eingesetzt. Die Zellen wurden jeweils in einer Zeitreihe von 5 min bis 24 Stunden 
stimuliert. Alle nicht stimulierten Kontrollen zeigten in diesem Versuch eine 
erhöhte Fluoreszenz des Proteins p65 im Cytosol. Eine Kernfärbung mit p65 
konnte nicht beobachtet werden. Stimulierte Astrozyten zeigten nach einer 5 
minütigen Behandlung eine Färbung des Proteins p65 im Cytosol. Im Zellkern 
konnte keine p65 Fluoreszenz beobachtet werden (Abbildung 16-1). Astrozyten, 
die mit Nm, Pa, Sp oder Sa für 15, 30 min, 1 Std. und 2 Std. stimuliert wurden, 
zeigten eine geringere p65 Färbung im Cytosol. Dagegen wurde im Zellkern eine 
verstärkte p65 Fluoreszenz nach Stimulation mit den Bakterienüberständen 
gefunden. Eine ähnlich hohe Fluoreszenz konnte nach einer Behandlung mit LPS 
festgestellt werden. Bei einer Stimulation mit Bakterienüberständen oder LPS für 4 
Stunden konnte man einen langsamen Übergang des Proteins vom Kern in das 
Cytosol feststellen (Abbildung 16-2). Astrozyten, die für 6 bzw. 12 Stunden mit 
Bakterienüberständen stimuliert wurden, zeigten dann eine erhöhte p65 
Fluoreszenz im Cytosol. Es konnte keine Fluoreszenz im Zellkern gezeigt werden. 
Eine LPS Behandlung kam ebenfalls zu einer Anreicherung des p65 im Cytosol. 
Eine 24 stündige Bakterienstimulation erreichte einen erneuten Anstieg der p65 
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Fluoreszenz im Zellkern der Astrozyten. Dieser Fluoreszenzanstieg konnte auch 
nach der Behandlung mit LPS erreicht werden (Abbildung 16-3). 
 
Abbildung: 16-1: Aktivierung von NFĸB in primären Astrozyten nach der 
Stimulation mit Bakterienüberständen oder LPS 
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Abbildung: 16-2: Aktivierung von NFĸB in primären Astrozyten nach der 
Stimulation mit Bakterienüberständen oder LPS 
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Abbildung 16-3: Aktivierung von NFĸB in primären Astrozyten nach der Stimulation 
mit Bakterienüberständen oder LPS 
Astrozyten wurden in einer Zeitreihe von 5 min bis 24 Stunden mit Bakterienüberständen: 
Neisseria meningitidis (Nm), Pseudomonas aeruginosa (Pa), Streptococcus pneumoniae 
(Sp), Staphylococcus aureus (Sa) oder Lipopolysaccharide (LPS), (K) Kontrolle stimuliert. 
Nach der Inkubation wurden die Zellen fixiert und eine Doppelfluoreszenzfärbung 
durchgeführt. Es wurde der Antikörper anti-NFĸB p65 (rot) und Bisbenzimid (blau) als 
Kernfärbung benutzt. Die Abbildung zeigt repräsentative Ergebnisse aus drei 
unabhängigen Versuchen. Maßstabbalken = 20 µm.  
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3.9 Aktivierung von NFκB in Astrozyten nach Behandlung mit Psoriasin 
In diesem Versuch wurden Astrozyten mit unterschiedlichen Psoriasinkonzen-
trationen von 75 bis 500 ng/mL stimuliert. Diese Behandlung erfolgte in einer 
Zeitreihe von 5 Minuten bis 24 Stunden. 
Die Kontrollen zeigten nach der gesamten Stimulationsreihe eine p65 Fluoreszenz 
im Cytosol. Es konnte keine Fluoreszenz im Zellkern festgestellt werden. Ähnlich 
wie die Kontrollen konnte nach einer Behandlung mit 75 ng/mL Psoriasin eine 
höhere p65 Fluoreszenz im Cytosol ermittelt werden. Da diese Ergebnisse mit den 
Kontrollen übereinstimmten werden diese Fluoreszenzbilder nicht gezeigt.  
Eine Psoriasinbehandlung von 5 Minuten zeigte bei allen Konzentrationen eine 
erhöhte p65 Fluoreszenz im Cytosol der Astrozyten. Eine Fluoreszenz im Zellkern 
konnte bei keinen eingesetzten Psoriasinkonzentrationen beobachtet werden 
(Abbildung 17-1). Astrozyten, die für 15, 30 min, 1 Std. und 2 Std. mit unterschied-
lichen Psoriasinkonzentrationen stimuliert wurden, zeigten eine geringere p65 
Färbung im Cytosol. Dagegen wurde im Zellkern eine verstärkte p65 Fluoreszenz 
nach Stimulation mit Psoriasin gefunden (Abbildung 17-2). 
Eine Stimulation mit Psoriasin für 4 Stunden erzielte in Astrozyten eine p65 
Anwesenheit im Cytosol. Aber auch eine geringere p65 Fluoreszenz im Zellkern 
konnte beobachtet werden. Eine 12 stündige Behandlung der Astrozyten mit 
Psoriasin führte zu einer Erhöhung der p65 Fluoreszenz im Zellkern. Es konnte 
eine geringe Fluoreszenz im Cytosol gezeigt werden. Ein erneuter Anstieg der p65 
Fluoreszenz im Zellkern erfolgte nach einer Behandlung von 24 Stunden 
(Abbildung 17-3). 
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Abbildung 17-1: Aktivierung von NFĸB in primären Astrozyten nach der Stimulation 
mit rekombinantem Psoriasin 
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Abbildung 17-2: Aktivierung von NFĸB in primären Astrozyten nach der Stimulation 
mit rekombinantem Psoriasin 
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Abbildung 17-3: Aktivierung von NFĸB in primären Astrozyten nach der Stimulation 
mit rekombinantem Psoriasin 
Astrozyten wurden in einer Zeitreihe von 5 min bis 24 Stunden mit rekombinantem 
Psoriasin stimuliert. Die Zellen wurden mit Konzentrationen von 25 ng bis 500 ng/ mL 
behandelt, (K) Kontrolle. Nach der Inkubation wurden die Zellen fixiert und eine 
Doppelfluoreszenzfärbung durchgeführt. Es wurde der Antikörper anti-NFĸB p65 (rot) und 
Bisbenzimid (blau) als Kernfärbung benutzt. Die Abbildung zeigt repräsentative 
Ergebnisse aus drei unabhängigen Versuchen. Maßstabbalken = 20 µm.  
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3.10 Quantifizierung von Interleukin 6 in Astrozyten nach bakterieller 
Stimulation 
In diesem Abschnitt wurden murine Astrozyten mit Bakterienüberständen oder 
LPS stimuliert, um diese im Anschluss mit den Psoriasin stimulierten Astrozyten 
vergleichen zu können. Astrozyten wurden ausgesät und 12 Stunden auf 
serumfreiem Medium kultiviert. Danach wurden die Zellen mit LPS oder den 
Bakterienüberständen Neisseria meningitidis (Nm), Pseudomonas aeruginosa 
(Pa), Streptococcus pneumoniae (Sp) und Staphylococcus aureus (Sa) für 6, 12 
und 24 Stunden stimuliert. Aus dem Überstand der Astrozytenkultur wurde mittels 
ELISA die Interleukin 6 (IL-6) Konzentration bestimmt.  
In Astrozyten, die mit den Bakterienüberständen für 6 Stunden stimuliert wurden, 
konnte keine signifikante IL-6 Konzentration festgestellt werden. Eine signifikante 
IL-6 Konzentration konnte nach einer Behandlung mit LPS ermittelt werden (728 
pg/mL) (Abbildung 18 A). Nach einer 12 stündigen Stimulation wurde in dem 
Medium, die mit Bakterienüberständen oder LPS stimuliert wurden, eine signifikant 
erhöhte IL-6 Konzentration detektiert (Nm: 770; Pa: 756; Sp: 449; Sa: 428; LPS: 
955 pg/mL) (Abbildung 18 B) Im Überstand von Astrozyten, die 24 Stunden mit 
Bakterienüberständen oder LPS stimuliert wurden, konnte ebenfalls eine 
signifikant erhöhte IL-6 Konzentration festgestellt werden (Nm: 1354; Pa: 1434; 
Sp: 1268; Sa: 1475; LPS: 1485 pg/mL) (Abbildung 18 C). 
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Abbildung 18: Quantifizierung des Cytokins IL- 6 in Astrozyten nach der Stimulation 
mit Bakterienüberständen oder LPS mittels ELISA 
Murine Astrozyten wurden mit folgenden Bakterienüberständen: Neisseria meningitidis 
(Nm), Pseudomonas aeruginosa (Pa), Streptococcus pneumoniae (Sp), Staphylococcus 
aureus (Sa) oder Lipopolysaccharide (LPS), stimuliert. (K) Kontrolle. (A) 6 Stunden, (B) 12 
Stunden und (C) 24 Stunden. Die IL-6 Konzentration wurde aus dem Überstand der 
Astrozytenkultur mittels ELISA aus drei unabhängigen Versuchen ermittelt. Die 
Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler der Mittelwerte an, *** =p< 0,0001 (ANOVA 
Test, Mehrfachvergleiche erfolgten mit Bonferroni’s Multiple Test). 
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3.11 Quantifizierung von Interleukin 6 in Astrozyten nach Stimulation mit 
Psoriasin 
Astrozyten wurden ausgesät und für 12 Stunden mit serumfreiem Medium 
stimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen mit Psoriasinkonzentrationen von 100 
bis 500 ng/mL oder mit LPS für 6, 12 und 24 Stunden behandelt. Aus dem 
Überstand der Astrozytenkultur wurde mittels ELISA die IL-6 Konzentration 
bestimmt. Bei einer 6 stündigen Behandlung mit unterschiedlichen Psoriasin-
konzentrationen konnte keine signifikante IL-6 Erhöhung festgestellt werden. Eine 
Behandlung mit LPS zeigte dagegen eine signifikante Erhöhung der IL-6 
Konzentration (1029 pg/mL) (Abbildung 19 A). Eine LPS Stimulation für 12 
Stunden führte zu einer erhöhten IL-6 Konzentration im Überstand der 
Astrozytenkultur (1000 pg/mL) (Abbildung 19 B). Astrozyten, die 24 Stunden mit 
Psoriasin behandelt wurden, zeigten bei allen Konzentrationen eine signifikant 
erhöhte IL-6 Konzentration (100 ng Pso: 1436; 200 ng Pso: 1425; 300 ng Pso: 
1368 und 500 ng Pso: 1523 pg/mL). Eine LPS Behandlung erzielte ebenfalls eine 
erhöhte IL-6 Konzentration im Überstand der Astrozytenkultur (1496 pg/mL) 
(Abbildung 19 C). 
 
Abbildung 19: Quantifizierung des Cytokins IL- 6 in Astrozyten nach der Stimulation 
mit rekombinantem Psoriasin mittels ELISA 
Murine Astrozyten wurden mit rekombinantem Psoriasin stimuliert: (A) 6 Stunden, (B) 12 
Stunden und (C) 24 Stunden. Die Zellen wurden mit Konzentrationen von 100 bis 500 
ng/mL Psoriasin oder Lipopolysaccharide (LPS) behandelt. Die IL-6 Konzentration wurde 
aus dem Überstand der Astrozytenkultur mittels ELISA aus drei unabhängigen Versuchen 
ermittelt. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler der Mittelwerte an, *** =p< 
0,0001 (ANOVA Test, Mehrfachvergleiche erfolgten mit Bonferroni’s Multiple Test). 
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3.12 Interleukin 6 Expressionsmuster in Astrozyten nach Stimulation mit 
bakteriellen Überständen 
Um die in Abschnitt 3.10 ermittelte Quantifizierung von Interleukin 6 im Überstand 
der Astrozytenkultur zu bestätigen, wurde eine real time RT-PCR durchgeführt. 
Primäre murine Gliazellen wurden auf serumfreiem Medium ausgesät und mit dem 
Zellwandbestandteil (LPS) oder den folgenden Bakterienüberständen stimuliert: 
Neisseria meningitides (Nm), Pseudomonas aeruginosa (Pa), Streptococcus 
pneumoniae (Sp) und Staphylococcus aureus (Sa). Die Stimulation erfolgte für 6, 
12 und 24 Stunden. Nach 6 Stunden zeigten Astrozyten nach einer Stimulation mit 
LPS eine signifikante Steigerung der IL-6 mRNA Expression (38,9 ± 3,8–fache 
Zunahme der mRNA) (Abbildung 20 A). Eine stark signifikant erhöhte IL-6 mRNA 
Expression konnte nach 12 Stunden Stimulation für alle Bakterienüberstände und 
LPS nachgewiesen werden (Nm: 71,1 ± 3,7; Pa: 70,2 ± 8,6; Sp: 34,6 ± 3,3; Sa: 
33,2 ± 2,7 und LPS: 82,8 ± 2,9) (Abbildung 20 B). Auch nach 24 Stunden 
Stimulation hielt die signifikante Erhöhung der IL-6 mRNA Expression an (Nm: 
80,9 ± 3,5; Pa: 70,9 ± 6,3; Sp: 76,6 ± 4,6; Sa: 83,2 ± 1,9 und LPS: 84,6 ± 4,5) 
(Abbildung 20 C). 
 
Abbildung 20: Interleukin 6 Expressionsmuster in Astrozyten nach Stimulation mit 
Bakterienüberständen 
In vitro Interleukin 6 mRNA Expression in primären Maus Astrozyten nach bakterieller 
Stimulation für: (A) 6 Stunden; (B) 12 Stunden und (C) 24 Stunden. Die Zellen wurden mit 
Lipopolysaccharid (LPS) als Positivkontrolle oder mit folgenden Bakterienüberständen 
stimuliert: Neisseria meningitidis (Nm), Pseudomonas aeruginosa (Pa), Streptococcus 
pneumoniae (Sp). Die IL-6 mRNA Expression wurde unter Verwendung von Sybr Green 
mittels einer real time RT-PCR analysiert. Die ermittelten Daten wurden auf die nicht 
stimulierten Kontrollen (K) normiert. Als endogene Kontrolle wurde Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (HPRT) verwendet. Die Versuche wurden mit drei Tieren im 
Triplett durchgeführt. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler der Mittelwerte an, 
** = p< 0,005 *** = p< 0,0001 (t-Test, Signifikanz zwischen den nicht stimulierten 
Kontrollen und den stimulierten Zellen). 
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3.13 Interleukin 6 Expressionsmuster in Astrozyten nach Stimulation mit 
rekombinantem Psoriasin 
Murine Astrozyten wurden auf serumfreiem Medium ausgesät. Anschließend 
erfolgte die Stimulation mit verschiedenen Psoriasinkonzentrationen für 6, 12 und 
24 Stunden. Es wurde mittels einer real time RT-PCR die erhöhte IL-6 mRNA 
Expression nachgewiesen. Nach 6 bzw. 12 Stunden konnte lediglich nach einer 
Behandlung mit LPS eine gesteigerte IL-6 mRNA Expression ermittelt werden 
(40,1 ± 3 bzw. 65 ± 4,5 -fache Zunahme der mRNA) (Abbildung 21 A, B). Nach 24 
Stunden Behandlung konnte für alle Psoriasinkonzentrationen und LPS eine stark 
signifikante IL-6 Expression festgestellt werden (100 ng Pso: 77,3 ± 5,2; 200 ng 
Pso: 76,1 ± 4,2; 300 ng Pso: 83,7 ± 3,6; 500 ng Pso: 68,6 ± 10,0 und LPS: 77,5 
±11,1) (Abbildung 21 C). 
 
 
Abbildung 21: Interleukin 6 Expressionsmuster in Astrozyten nach Stimulation mit 
rekombinantem Psoriasin 
In vitro Interleukin 6 mRNA Expression in primären Maus Astrozyten nach Stimulation mit 
Psoriasin für: (A) 6 Stunden; (B) 12 Stunden und (C) 24 Stunden. Die Primärzellen 
wurden mit Lipopolysaccharid (LPS) als Positivkontrolle oder mit Psoriasin-
konzentrationen von 100 bis 500 ng/mL. Die IL-6 mRNA Expression wurde unter 
Verwendung von Sybr Green mittels einer real time RT-PCR analysiert. Die ermittelten 
Daten wurden auf die nicht stimulierten Kontrollen (K) normiert. Als endogene Kontrolle 
wurde Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) verwendet. Die Versuche 
wurden mit drei Tieren im Triplett durchgeführt. Die Fehlerindikatoren zeigen den 
Standardfehler der Mittelwerte an, *** = p< 0,0001 (t-Test, Signifikanz zwischen den nicht 
stimulierten Kontrollen und den stimulierten Zellen). 
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3.14 RAGE vermittelte Aktivierung von ERK in HEK 293 Zellen 
Frühere Studien konnten zeigen, dass der pattern recognition receptor RAGE die 
zellulären Effekte der S100 Proteine vermittelt (Sparvero, Asafu-Adjei et al. 2009). 
Um diese Ergebnisse für Psoriasin zu bestätigen, wurde eine Psoriasin induzierte 
ERK 1/2 Phosphorylierung in HEK Zellen getestet. Die HEK Zellen dienten in 
diesem Versuch als Modell, da HEK Zellen normalerweise keinen RAGE Rezeptor 
besitzen. In HEK 293 Zellen wurden folgende Rezeptoren transfiziert: HEK/FPRL1 
Zellen (HEK transfiziert mit Formyl-Peptid-Rezeptor like-1 (FPLR1)), HEK/RAGE 
(HEK transfiziert mit RAGE) und HEK/∆RAGE (die inaktivierte Form des RAGE 
Rezeptors). HEK/∆RAGE diente bei diesem Versuch als Kontrolle. FPRL1 ist ein 
chemotaktischer G-Protein-gekoppelter Rezeptor der pathogen-associated 
molecular patterns erkennt (Le, Hu et al. 2000). Eine frühere Studie hat eine 
Beteiligung von FPRL1 bei der bakteriellen Meningitis gezeigt (Braun, Slowik et al. 
2011) und wird deshalb als Rezeptorkontrolle verwendet.  
Nicht transfizierte HEK 293 Zellen und die transfizierten HEK/FPRL1, HEK/RAGE 
und HEK/∆RAGE Zellen wurden mit verschiedenen Psoriasinkonzentrationen für 
15 Minuten stimuliert. Die Phosphorylierung von ERK 1/2 wurde mittels Western 
Blot analysiert. Abbildung 22 (A-D) zeigt jeweils einen von drei unabhängigen 
Western Blots.  
HEK Zellen, HEK Zellen transfiziert mit FPRL1, sowie HEK Zellen transfiziert mit 
∆RAGE zeigten keine Phosphorylierung von ERK nach einer Behandlung mit 
Psoriasin (Abbildung 22 A, B, D). Eine Phosphorylierung von ERK 1/2 konnte 
lediglich bei transfizierten HEK/RAGE Zellen beobachtet werden (Abbildung 22 C). 
Die Ergebnisse des Western Blots wurden densitometrisch ausgewertet 
(Abbildung 22 E-H). Die Auswertung bestätigte die Phosphorylierung von ERK 1/2 
in HEK/RAGE Zellen nach einer Psoriasinbehandlung. Bei den transfizierten 
HEK/RAGE Zellen konnte eine signifikante Zunahme der ERK1/2 
Phosphorylierung nach einer Behandlung mit 300 und 500 ng/mL Psoriasin 
festgestellt werden (2,2 ± 0,2 und 2,6 ± 0,2-fache Zunahme der ERK1/2 
Phosphorylierung) (Abbildung 22, G). In den Kontrollen der HEK/∆RAGE Zellen 
konnte ebenfalls keine Phosphorylierung ermittelt werden (Abbildung 22 H).  
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Abbildung 22: RAGE vermittelt Psoriasin induzierte ERK1/2 Phosphorylierung in 
transfitzierten HEK 293 Zellen 
HEK 293 Zellen (A), transfizierte HEK/hFPRL1 (B), HEK/RAGE (C) bzw. HEK/∆ RAGE 
(D) wurden mit rekombinantem Psoriasin stimuliert. Die Zellen wurden mit 
Konzentrationen von 25 ng bis 500 ng/ mL behandelt, (K) Kontrolle. 5 µg Protein wurden 
über ein SDS Polyacrylramidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion von 
phosphoryliertem ERK 1/2 und ERK 2 erfolgte durch monoklonale Antikörper. In A-D ist 
jeweils ein Western Blot aus drei unabhängigen Versuchen gezeigt. In E-F sind die 
Mittelwerte der densitometrischen Auswertung der Western Blots dargestellt. HEK 293 
(E), transfizierte HEK/hFPRL1 (F), HEK/RAGE (G) bzw. HEK/∆ RAGE (H). Die 
Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler der Mittelwerte an, *=p< 0,05 und ** =p< 
0,005 (ANOVA Test, Mehrfachvergleiche erfolgten mit Bonferroni´s Multiple Test). 
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3.15 RAGE Expression in Astrozyten 
Um den RAGE Rezeptor in Gliazellen und meningealen Zellen nachzuweisen, 
wurde eine RT-PCR Analyse durchgeführt. Es wurde cDNA von unbehandelten 
Gliazellen und meningealen Zellen hergestellt und eine RT-PCR durchgeführt. 
Abbildung 23 stellt die RT-PCR Produkte nach einer Amplifikation mit RAGE dar. 
Nicht stimulierte Astrozyten zeigten keine RAGE Expression (Abbildung 23 A). 
Dagegen konnte bei meningealen Zellen (Abbildung 23 B) und bei Mikroglia 
(Abbildung 23 C) eine RAGE Expression nachgewiesen werden. Es wurde eine 
stärkere Bande des RAGE cDNA Amplifikationsprodukts in den Mikroglia ermittelt. 
 
RAGE 300 kDa
GAPDH 100 kDa
A B C
 
Abbildung 23: RT-PCR Analyse der RAGE Expression in Glia und meningealen 
Zellen 
Dargestellt sind RT-PCR Produkte nach Amplifikation mit RAGE (300 kDa) und GAPHD 
(100 kDa) Primern. Die RT-PCR Produkte wurden mittels eines 2 % igen Agarose Gel 
visualisiert. Als Template diente Gesamt-RNA aus unstimulierten Zellen: (A) Astrozyten, 
(B) meningeale Zellen und (C) Mikroglia. 
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4 Diskussion 
Bei der Meningitis handelt es sich um eine infektiöse Erkrankung der Meningen. 
Die Meningitis gehört zu den häufigsten Infektionskrankheiten im ZNS, die eine 
hohe Mortalitätsrate besitzt (Fauci 2001). Ein großes Problem stellen aber auch 
die Folgeschäden der Meningitis dar. Schwere Hirnschäden oder kognitive 
Behinderungen treten sehr oft nach einer Meningitis Infektion auf (Meli, Leib et al. 
2002; Kim 2003). 
Die therapeutische Intervention hängt von der Art der Meningitis ab. Bei einer 
bakteriellen Meningitis wird in der Regel zuerst ein Breitbandantibiotikum, danach 
ein spezifisches Antibiotikum verabreicht. Bei einer viralen Meningitis dagegen 
wird eine supportive Therapie angesetzt, da eine kausale Therapie nicht 
zugänglich ist. Aufgrund dieser Problematik gibt es immer mehr Studien, die 
antimikrobielle Peptide als adjuvante Therapiemöglichkeiten nach einer Infektion 
untersuchen (Zasloff 2007; Park, Park et al. 2011). 
Ziel dieser Arbeit war es, das antimikrobielle Protein Psoriasin im ZNS zu 
untersuchen. Insbesondere wurde die Expression und funktionelle Charakteristik 
von Psoriasin nach einer bakteriellen oder viralen Infektion im ZNS analysiert. 
Außerdem wurden immunmodulatorische Aufgaben von Psoriasin im ZNS 
untersucht.  
 
4.1 Die Induktion von Psoriasin im ZNS nach einer Meningitis 
Da die AMPs ein Teil des angeborenen Immunsystems sind, stellen sie die erste 
Abwehr gegen Pathogene dar. In früheren Studien konnten bereits AMPs im CSF 
von Patienten, die an einer bakteriellen Meningitis erkrankten, detektiert werden. 
Eine erhöhte Konzentration an Lactoferrin, welches überwiegend in der Milch zu 
finden ist, wurde im CSF gefunden (Maffei, Heine et al. 1999). Aber auch die 
Peptide LL-37 bzw. das in Nagetieren homologe rCRAMP konnten bereits im CSF 
von Patienten mit bakterieller Meningitis nachgewiesen werden (Brandenburg, 
Varoga et al. 2008).  
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Ausgangspunkt dieser Studie war die Fragestellung, ob sich, ähnlich wie bei 
LL-37, erhöhte Mengen an Psoriasin im CSF von Patienten, die an einer 
Meningitis erkrankt sind, befinden. Bisher konnte für Psoriasin nur eine verstärkte 
Expression in psoriatischer Haut nachgewiesen werden (Madsen, Rasmussen et 
al. 1991). Eine Beteiligung von Psoriasin bei chronischen Entzündungen konnte 
ebenfalls gezeigt werden (Zwicker, Bureik et al. 2012). Durch Gläser et al. (2005) 
wurde zusätzlich eine antimikrobielle Aktivität für Psoriasin sowohl gegen Gram 
negative als auch gegen Gram positive Bakterien beschrieben. Somit wäre eine 
Beteiligung von Psoriasin bei inflammatorischen Erkrankungen im ZNS möglich. 
Im ersten Teil dieser Arbeit wurde eine erhöhte Konzentration von Psoriasin im 
CSF von Patienten, die an bakterieller Meningitis erkrankten, mittels ELISA 
nachgewiesen (Abbildung 3). Diese erhöhte Psoriasinkonzentration wurde durch 
eine HPLC Analyse des CSF bestätigt (Daten wurden von Prof. Schröder, UKSH 
Campus Kiel zur Verfügung gestellt). Dieser Befund gibt erste Hinweise, dass 
auch Psoriasin eine wichtige Rolle bei der Immunantwort im ZNS spielen könnte. 
 
4.2 Lokalisierte S100A15 Expression im ZNS 
Mittels eines etablierten Pneumokokken-Meningitis-Modells konnte sowohl die 
Existenz als auch der zelluläre Ursprung von S100A15 Expression untersucht 
werden. S100A15 (Koebnerisin) ist das „Psoriasin homologe Protein“ in 
Nagetieren. (Wolf, Ruzicka et al. 2011). Es wurde in der vorliegenden Studie 
herangezogen, um die Expression und Funktion von Psoriasin im ZNS von 
Nagetieren zu analysieren. Die Untersuchungen wurden u.a. mit Gliazellen und 
meningealen Zellen durchgeführt. 
Gliazellen sind spezialisierte Zellen des ZNS, wodurch die angeborene Immunität 
vermittelt wird (Medzhitov and Janeway 1997). Sie sorgen für die erste Immun-
antwort nach einer Verletzung im Gehirn (Kreutzberg 1996). Astrozyten, die zu 
den Gliazellen gehören, spielen eine wichtige Rolle in der inflammatorischen 
Immunantwort innerhalb des ZNS (Farina, Aloisi et al. 2007). Darüber hinaus sind 
sie an der Abwehr von Pathogenen beteiligt (Konat, Kielian et al. 2006). 
Astrozyten sind sehr stark in die Entwicklung und die Integrität der Blut-
Hirnschranke eingebunden. Brandenburg et al. (2008) konnten zeigen, dass 
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Astrozyten nach einer bakteriellen Stimulation das antimikrobielle Peptid rCRAMP 
exprimieren. Zusätzlich konnten mehrere Studien zeigen, dass Defensine, die in 
Astrozyten exprimiert werden, eine antivirale bzw. antibakterielle Immunabwehr 
besitzen (Hao, Zhao et al. 2001; Su, Zhang et al. 2010; Williams, Castellani et al. 
2012).  
In dieser Arbeit konnte erstmals eine S100A15 Expression nach einer bakterieller 
Meningitis bzw. bakterieller Stimulation nachgewiesen werden. Mittels eines 
etablierten Pneumokokken-Meningitis Modells konnte der zelluläre Ursprung der 
S100A15 Expression ermittelt werden. Weiterhin konnte durch dieses Modell eine 
starke Zunahme des Intermediärfilaments GFAP in Astrozyten nach einer 
bakteriellen Meningitis gezeigt werden (Abbildung 4 A). Bei dem Protein GFAP 
handelt es sich um einen Marker, der vermehrt in aktivierten Astrozyten exprimiert 
wird (Bramanti, Tomassoni et al. 2010). Zudem konnte in vitro eine S100A15 
Protein-Expression in Astrozyten nach bakterieller Stimulation bewiesen werden 
(Abbildung 5 A). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine Expression des 
Proteins S100A15 in Astrozyten ablaufen muss. Somit verdeutlichen diese 
Ergebnisse, dass Astrozyten die Fähigkeit zur antimikrobiellen Aktivität nach 
bakteriellen Stimuli im ZNS haben. 
Außerdem besitzen meningeale Zellen, die mit bakteriellen Stimuli behandelt 
wurden, immunmodulatorische Fähigkeiten. Bei meningealen Zellen, die mit 
Streptococcus pneumoniae oder mit Neisseria meningitidis stimuliert wurden, 
konnte eine Induktion verschiedener inflammatorischer Mediatoren wie Interleukin 
1, Interleukin 6 oder Tumornekrosefaktor TNF-α beschrieben werden (Fowler, 
Weller et al. 2004). In unserer Arbeitsgruppe konnte eine Expression des AMP 
rCRAMP in meningealen Zellen nach einer bakteriellen Stimulation sowohl in vitro 
als auch in vivo nachgewiesen werden (Brandenburg, Varoga et al. 2009).  
In der Arbeit konnte schließlich demonstriert werden, dass nicht nur Astrozyten 
sondern auch meningeale Zellen in der Lage sind, S100A15 nach einer 
bakteriellen Infektion zu exprimieren (Abbildung 4 C; Abbildung 5 C). Dies beweist, 
dass auch meningeale Zellen eine direkte antimikrobielle Aktivität nach einer 
Entzündung wie z.B. Meningitis besitzen. Interessanterweise konnte bei 
Mikrogliazellen weder in vivo noch in vitro eine Expression von S100A15 nach 
einer bakteriellen Stimulation aufgezeigt werden (Abbildung 4 B; Abbildung 5 B). 
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Allerdings konnte in einer unserer früheren Studien nachgewiesen werden, dass 
grundsätzlich in Mikroglia eine AMP Expression erfolgen kann. Stimulierte 
Mikroglia waren in der Lage das AMP rCRAMP zu exprimieren (Brandenburg, 
Varoga et al. 2008; Brandenburg, Varoga et al. 2009). Wahrscheinlich haben 
Mikroglia, anders als bei dem AMP rCRAMP, nicht die Fähigkeit S100A15 zu 
synthetisieren. Bezüglich S100A15 liegt der Ort der Synthese wahrscheinlich in 
Astrozyten und meningealen Zellen. Anscheinend haben die Mikroglia in diesem 
Fall keine antimikrobielle Aktivität, sondern übernehmen immunmodulatorische 
Aufgaben.  
Darüber hinaus wurde der Zeitverlauf der S100A15-Expression in Astrozyten und 
meningealen Zellen untersucht. Insgesamt zeigten die Ergebnisse für Astrozyten 
und meningeale Zellen die stärkste Expression von Psoriasin in einem sehr frühen 
Stadium der Infektion. Diese schnelle Induktion ist mit der Funktion des 
angeborenen Immunsystems zu erklären. Eine schnelle Expression der AMPs 
gewährleistet, dass gegebenenfalls andere Gliazellen oder Immunzellen aktiviert 
werden können. Diese wiederum können dann eine Immunantwort z.B. in Form 
einer Zytokin-Ausschüttung modulieren. 
Zusätzlich wurde die S100A15-Expression in Gliazellen und meningealen Zellen 
nach einer viralen Infektion untersucht. Es konnte in Astrozyten und meningealen 
Zellen eine erhöhte S100A15 Expression nach einer viralen Infektion ermittelt 
werden (Abbildung 7 A, C). Dies impliziert eine erhöhte Psoriasinkonzentration im 
CSF von Patienten, die an einer viralen Meningitis erkrankten. Eine signifikante 
Psoriasinzunahme konnte jedoch nicht detektiert werden. Allerdings ist der 
Zeitpunkt der Liquorpunktion der Patienten nicht genau bekannt. Der Zeitpunkt der 
Liquorpunktion ist bei jedem Patienten sehr unterschiedlich und vom Stadium der 
Erkrankung abhängig. Deshalb ist es möglich, dass die Psoriasinkonzentrationen 
bei einigen Patienten, die an viraler Meningitis erkrankten, schon weitgehend 
abgenommen hat und nicht mehr detektiert werden konnte. 
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4.3 Signaltransduktionswege von S100A15 im ZNS 
Gegenstand dieser Arbeit war nicht nur die S100A15-Expression in Gliazellen und 
meningealen Zellen zu analysieren, sondern auch über welche Signaltrans-
duktionswege S100A15 exprimiert wird.  
In der Literatur ist bereits beschrieben, dass eine Expression der humanen 
Defensine in epithelialen Zellen über den NFκB aber auch über den MAP-Kinase 
Weg reguliert werden kann (Steubesand, Kiehne et al. 2009). Die MAP-Kinasen 
stellen einen wichtigen Signaltransduktionsweg dar, da sie in der Lage sind, 
verschiedene extrazelluläre Stimuli wie LPS in unterschiedliche zelluläre 
Antworten zu übertragen. Somit sind die MAP-Kinasen besonders an der 
Zelldifferenzierung, Zellproliferation, aber auch an der Apoptose und Immun-
antwort beteiligt (English, Pearson et al. 1999; Wada and Penninger 2004). 
Ebenfalls schreibt man den Proteinen der NFkB-Familie eine zentrale Bedeutung 
in der angeborenen und erworbenen Immunantwort zu. Sie spielen eine zentrale 
Rolle bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von Entzündungsreaktionen 
(Jacobs and Harrison 1998). In einer frühen Studie wurde beschrieben, dass mit 
LPS stimulierte Makrophagen eine Expression des S100 Proteins CP-10 
aufwiesen. Dabei sollte NFκB an der Expression von CP-10 beteiligt sein (Hu, 
Harrison et al. 1996).  
Um die Regulation der S100A15-Expression in Astrozyten und meningealen 
Zellen zu ermitteln, wurden spezifische Inhibitoren der NFkB- und MAP-Kinase 
Signalwege eingesetzt (Abbildung 8; Abbildung 9). Die Ergebnisse konnten eine 
Regulation der S100A15-Expression in Astrozyten und meningealen Zellen über 
den NFkB- bzw. über den MAP-Kinase Weg bestätigen. Dabei konnte eine 
stärkere S100A15 Expression in meningealen Zellen festgestellt werden. Bei einer 
Entzündung der Meningen ist diese Synthese von Psoriasin in meningealen Zellen 
für die schnelle Immunantwort besonders wichtig. 
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4.4 Psoriasin als Signalprotein im ZNS 
In der Literatur konnten bereits antimikrobielle Peptide als Signalpeptide 
beschrieben werden (Ganz 2003; Easton, Nijnik et al. 2009). Deshalb sollten 
neben den Untersuchungen zur S100A15 Expression auch die mögliche Rolle von 
Psoriasin als Signalprotein im ZNS untersucht. werden.  
In dieser Arbeit konnte eine Expression von Psoriasin bzw. S100A15 nach einer 
bakteriellen Meningitis dokumentiert werden (Abbildung 4). Aufgrund unserer 
Ergebnisse kann man von einem erhöhten Psoriasinspiegel im CNS nach einer 
inflammatorischen Erkrankung ausgehen.  
 
4.4.1 Änderungen der Morphologie von Mikroglia 
In der Literatur wurden bereits morphologische Veränderungen von Gliazellen 
nach neurologischen Infektionen diskutiert. Obwohl Astrozyten nach bakteriellen 
Stimuli immer noch metabolisch aktiv sind, entwickeln sie ein abgeflachtes 
Erscheinungsbild (Salminen, Ojala et al. 2011). Astrozyten, die mit LPS behandelt 
wurden, weisen eine vermehrte Ausbildung von Zellfortsätzen auf (O'Callaghan 
1993; Cookson and Pentreath 1994). Allerdings zeigten in dieser Arbeit 
Astrozyten, die mit Psoriasin stimuliert wurden, im Vergleich zu den Kontrollen, 
keine morphologischen Veränderungen (Abbildung 12). Dieses Ergebnis war zu 
erwarten, da das synthetisierte S100A15 in Astrozyten dann selbst eine 
morphologische Veränderung induzieren würde. 
In Bezug auf Mikroglia konnten frühere Studien von einer Änderung des 
Phänotyps während einer Neurogenese bzw. Neuroinflammation berichten (Olah, 
Biber et al. 2011). Das Auftreten von stabförmigen Mikroglia ist ein klassisches 
Beispiel einer Zellaktivierung nach einer neurologischen Infektion (Kreutzberg 
1996). Zusätzlich konnten nach einer neurodegenerativen Erkrankung eine 
Änderung des Phänotyps in eine vergrößerte phagozytotische Form beobachtet 
werden (Block, Zecca et al. 2007).  
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In der vorliegenden Arbeit konnte eine Veränderung des Phänotyps nach einer 
Psoriasin- bzw. LPS-Behandlung gezeigt werden (Abbildung 13). Eine 
Vergrößerung der Zellgröße durch LPS wurde bereits in der Literatur beschrieben 
(Abd-El-Basset and Fedoroff 1995). Diese aktivierte Form der Mikroglia impliziert 
eine verstärkte Freisetzung von Zytokinen wie TNF-a und IL-1 (Nakamura 2002). 
Es kann daher angenommen werde, dass Psoriasin ebenfalls Mikroglia aktiviert, 
die dann gegebenenfalls proinflammatorische Mediatoren induzieren können. Wie 
bereits in 4.2 beschrieben, sind Mikroglia nicht in der Lage nach einer Infektion 
Psoriasin zu exprimieren. Dagegen reagieren sie sensibel auf die Stimulation mit 
Psoriasin. Sie gehen in einen aktivierenden Phänotyp über. Astrozyten besitzen 
die Fähigkeit Psoriasin nach einer Infektion zu exprimieren. Dagegen zeigen sie 
keine sensible Reaktion auf Psoriasin. Es ist anzunehmen, dass nach einer 
Infektion wie Meningitis zuerst Astrozyten und meningeale Zellen Psoriasin 
exprimieren. Danach zeigen Immunzellen wie Mikroglia eine proinflammatorische 
Reaktion auf diese Expression. 
 
4.4.2 Psoriasin aktiviert ERK Signaltransduktionsweg 
In der vorliegenden Studie untersuchten wir auch die Psoriasin-induzierte 
Signaltransduktion in den Glia- und meningealen Zellen. Studien konnten zeigen, 
dass AMPs generell in der Lage sind, das Immunsystem über den ERK-
Signaltransduktionsweg einzuschalten. Das humane Peptid LL-37 kann in 
Epithelzellen der Luftwege ERK aktivieren und somit Mediatoren wie Interleukine 
freisetzen (Tjabringa, Aarbiou et al. 2003). In Gliazellen wurde eine Aktivierung 
von ERK nach einer neuralen Schädigung dokumentiert (Zhuang, Gerner et al. 
2005). Auch für Psoriasin konnte bereits eine zunehmende Phosphorylierung von 
ERK in neutrophilen Granulozyten beschrieben werden (Zheng, Niyonsaba et al. 
2008). Um diese Hypothese auf Psoriasin im ZNS zu übertragen, wurde 
rekombinantes Psoriasin eingesetzt.  
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In unserer frühen Studie wurde eine Aktivierung von ERK in meningealen Zellen 
bereits publiziert. Meningeale Zellen reagierten auf unterschiedliche bakterielle 
Stimuli mit einer Aktivierung des ERK-Signaltransduktionsweg (Brandenburg, 
Varoga et al. 2009).  
Diese Ergebnisse zeigten, dass Gliazellen und meningeale Zellen mit einer 4 bis 6 
fachen Aktivierung von ERK nach einer bakterieller Stimulation reagierten 
(Abbildung 14). Nach einer Stimulation mit Psoriasin konnte in Astrozyten keine 
ERK Aktivierung detektiert werden. (Abbildung 15 A). Stimulierte Astrozyten 
scheinen auch hier keine Reaktion auf Psoriasin als Signalpeptid zu zeigen. 
Dagegen zeigten Mikroglia und meningeale Zellen nach einer Psoriasin-
behandlung eine stärkere ERK Aktivierung als nach einer bakteriellen Stimulation 
(Abbildung 15 B, C).  
Mikroglia sind „ZNS-spezifische Makrophagen“, die im aktivierten Zustand pro- 
inflammatorische Zytokine sezernieren können. Wie bereits in Abschnitt 3.6.4 und 
0 beschrieben, scheinen Mikroglia nach einer Stimulation mit Psoriasin in eine 
aktivierende Form zu wechseln. Die aktivierten Mikroglia sezernieren dann über 
den ERK-Signaltransduktionsweg proinflammatorische Zytokine wie IL-6. Nach 
diesem Ergebnis kann man davon ausgehen, dass Psoriasin eine stärkere 
Aktivierung auf Mikroglia und meningeale Zellen ausübt, als bakterielle 
Stimulationen. Durch diese Aktivierung bewirkt Psoriasin eine stärkere Immun-
antwort im ZNS. 
 
4.5 Aktivierung von NFKB durch Psoriasin 
Der NFκB-Komplex ist eine Familie von verschiedenen Transkriptionsfaktoren, 
welche aus fünf Untereinheiten besteht. Rel (c-Rel), Rel A (p65, NF-kB3), Rel B, 
NF-kB1 (p50) und NF-kB2 (p52) (Hayden and Ghosh 2001). In der nicht-
stimulierten Phase befinden sich die Proteine im Zytoplasma, da sie von 
spezifischen IκB Proteinen inhibiert werden. Bakterielle Stimuli wie LPS führen zu 
einer durch Phosphorylierung induzierten Ubiquitierung der IκB Proteinen. Es 
erfolgt eine Translokation von NFκB in den Zellkern (Gebhardt, Nemeth et al. 
2006). NFκB bindet dort an eine entsprechende DNA-Sequenz, was zu einer 
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verstärkten Transkription von Zytokinen und Chemokinen führt (Kunsch, Lang et 
al. 1994; Smahi, Courtois et al. 2002). Der Transkriptionsfaktor NFκB induziert und 
reguliert Prozesse bei inflammatorischen Erkrankungen im ZNS (Kaltschmidt and 
Kaltschmidt 2009). In der Literatur wurde eine Aktivierung von NFκB durch 
antimikrobielle Peptide wie LL-37 beschrieben (Hing, Ho et al. 2012; van der 
Does, Bergman et al. 2012). Außerdem wurde eine Aktivierung von NFκB durch 
das AMP S100A9 beschrieben (Riva, Källberg et al. 2012). 
In den vorliegenden Untersuchungen sollte die Aktivierung von NFκB nach einer 
Stimulation mit bakteriellen Überständen bzw. Psoriasin gezeigt werden. Aber 
auch die Dauer der Aktivierung von NFKB durch Psoriasin sollte festgehalten 
werden. Eine frühere Studie konnte eine Aktivierung von NFκB nach einer 
Behandlung mit TNF α in einer Zeitreihe von 15 Minuten bis 4 Stunden feststellen 
(Muhlbauer, Weiss et al. 2004). 
Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl bakterielle Stimuli aber auch Psoriasin 
NFκB aktivieren können. Dadurch wird eine nukleare Translokation des Proteins 
p65 bewirkt, die über zwei Stunden anhielt. Diese Aktivierung führt zu einer 
Transkription von Zytokinen. Durch das Ausschütten von Zytokinen werden 
Leukozyten über die BHS angelockt. Zusätzlich konnte eine Aktivierung von NFkB 
durch Psoriasin über 24 Stunden hinaus gezeigt werden. Dies bestätigt eine 
Aufrechterhaltung des Entzündungsprozess durch Psoriasin. Diese Ergebnisse 
bestätigen die Beteiligung von Psoriasin an der Aktivierung von NFκB und somit 
eine mögliche wichtige Aufgabe im angeborenen Immunsystem im ZNS 
übernimmt. 
 
4.6 Induktion von Interleukin 6 in Astrozyten 
Interleukin 6 spielt eine wichtige Rolle bei der Zelldifferenzierung und Regulation. 
Somit ist die Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins ein wichtiger Prozess 
während inflammatorischen Erkrankungen (Gadient, OTTEN et al. 1997). Durch 
IL-6 werden spezifische Signalwege wie der MAP-Kinase Weg aktiviert (Heinrich, 
Behrmann et al. 2003), die dann zu einer Zellproliferation/Zelldifferenzierung 
führen können. In der Literatur wurde bereits in einer Karzinomzelllinie eine 
Induktion von IL-6 durch Psoriasin festgestellt (West, Watson et al. 2010). Eine 
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mögliche Beteiligung von Psoriasin an der Induktion von IL-6 in Astrozyten sollte 
untersucht werden.  
Besonders Astrozyten sind an der Regulation von IL-6 im ZNS beteiligt (Van 
Wagoner, Benveniste et al. 1999). Unsere früheren Ergebnisse demonstrieren, 
dass eine Stimulation mit CRAMP eine Zunahme der Interleukin-Expression in 
Gliazellen bewirkt (Brandenburg, Jansen et al. 2010). In dieser Arbeit konnte die 
Expression von IL-6 nach einer bakteriellen Stimulation nachgewiesen werden 
(Abbildung 18). Bereits nach einer 12 stündigen Stimulation sind Astrozyten in der 
Lage Interleukin 6 zu induzieren. Erst nach einer 24 stündigen Stimulation mit 
Psoriasin konnte eine IL-6 Induktion detektiert werden (Abbildung 19 C). Die 
Resultate zeigen, dass sowohl nach einer bakteriellen Stimulation als auch nach 
einer Stimulation mit Psoriasin, Astrozyten IL-6 induzieren. Nach einer 6-stündigen 
Behandlung konnte bei keiner Stimulation eine Induktion von IL-6 nachgewiesen 
werden. Dieses Ergebnis beweist, dass es sich nicht um eine Freisetzung des 
bereits vorhandenen IL-6 handelt, sondern eine IL-6 Expression stattgefunden 
haben muss. Somit konnte auch hier eine Beteiligung an inflammatorischen 
Prozessen von Psoriasin gezeigt werden. 
 
4.7 Identifizierung von Psoriasin als Ligand des Rezeptors RAGE  
RAGE ist an der Pathogenese von verschiedenen Erkrankungen wie 
Neurodegeneration und Neuroinflammation beteiligt (Ramasamy, Vannucci et al. 
2005). Zuerst wurde RAGE lediglich als Rezeptor für den Liganden AGE 
(advanced glycation end products) beschrieben (Neeper, Schmidt et al. 1992; 
Schmidt, Vianna et al. 1992). Weitere Proteine, wie Amyloid β als 
Hauptbestandteil der senilen Plaques in der Alzheimer-Erkrankung, werden als 
Ligand von RAGE diskutiert (Yan, Chen et al. 1996). Frühere Untersuchungen 
haben das Protein S100B als Ligand von RAGE ermitteln können (Donato 2007; 
Bianchi, Giambanco et al. 2010). Da das Protein S100B eine sehr starke 
Homologie zu Psoriasin (S100A7) aufweist ist anzunehmen, dass auch Psoriasin 
ein Ligand von RAGE ist.  
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In der vorliegenden Arbeit wurde diese Fragestellung mittels einer Modellzelllinie, 
in die RAGE transfiziert wurde, untersucht. Eine Behandlung mit Psoriasin 
bewirkte eine Phosphorylierung von ERK in den RAGE transfizierten Zellen 
(Abbildung 22 C, G). Da die inaktivierten RAGE Kontrollzellen keine ERK-Aktivier-
ung zeigten, wurde nachgewiesen, dass Psoriasin über RAGE die Phospory-
lierung von ERK induzierte.  
Um dieses Modell auf Gliazellen und meningeale Zellen zu übertragen, wurde 
mittels RT-PCR eine RAGE Expression ermittelt (Abbildung 23). In Astrozyten 
konnte ledglich eine geringe RAGE Amplifikation nachgewiesen werden.  
Theoretisch aber wäre eine Psoriasin Expression in Astrozyten möglich. Mikroglia 
und meningeale Zellen, die Psoriasin exprimieren, weisen eine deutlich höhere 
RAGE Expression auf. Grundsätzlich zeigt das Vorhandensein des Rezeptors 
RAGE in Glia- und meningealen Zellen, dass RAGE möglicherweise eine Rolle im 
angeborenen Immunsystem spielt. Yan et al. (2003) berichteten, dass die Bindung 
von S100 an RAGE eine Infiltration von Immunzellen ins ZNS veranlassen kann. 
Psoriasin könnte somit über RAGE Immunzellen wie z.B. Mikroglia ins zur 
Entzündung im ZNS anlocken.  
 
4.8 Schlussfolgerung und Ausblick 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation die 
Bedeutung von Psoriasin für die angeborene Immunantwort des ZNS. Es konnte 
eine S100A15 Expression in Astrozyten und meningealen Zellen nach einer 
bakteriellen Meningitis nachgewiesen werden. Besonders wichtig nach einer 
Infektion im ZNS ist eine schnelle Reaktion der Gliazellen und meningealen 
Zellen. Durch die immunpriviligierte Stellung des ZNS sind nur wenige 
Immunzellen, wie Granulozyten, vorhanden. Aus diesem Grund müssen Gliazellen 
und meningeale Zellen diesen Teil der Immunantwort übernehmen. Eine schnelle 
Sekretion von antimikrobiellen Peptiden ist besonders wichtig, da durch diese, 
weitere Abwehrreaktionen eingeleitet werden können. 
Eine Psoriasinexpression konnte bereits 6 Stunden nach einer Infektion ermittelt 
werden. Die modulatorischen Funktionen von Psoriasin zeigten sich in der 
Aktivierung von Mikroglia nach einer direkten Behandlung mit Psoriasin. Durch die 
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Aktivierung können proinflammatorische Zytokine exprimiert werden und somit 
Immunzellen zum Ort der Entzündung gelockt werden. Astrozyten veränderten 
zwar nicht ihre Morphologie durch Psoriasin, aber es erfolgte dennoch eine 
Psoriasin induzierte Zytokinexpression. Diese Befunde geben erste Hinweise auf 
eine Beteiligung von Psoriasin an inflammatorischen Erkrankungen im ZNS.  
Diese Ergebnisse könnten als Grundlage dienen, um Psoriasin als adjuvantes 
Therapeutikum nach Infektionen im ZNS zu diskutieren. Bei einer 
Infektionskrankheit im ZNS, wie der bakteriellen Meningitis, könnte man zusätzlich 
zu Antibiotika Psoriasin verabreichen. Die direkte antimikrobielle Wirkung gegen 
Gram negative und positive Bakterien wurde bereits in früheren Studien 
beschrieben. Somit könnte Psoriasin nach einer Infektion sowohl als direktes 
Bakterizid wirken, aber auch in immunmodulatorische Funktionen des ZNS 
eingreifen. 
Weiterführende Studien sind notwendig, um die Rolle von Psoriasin im ZNS nach 
inflammatorischen Erkrankungen noch besser verstehen zu können. Es sollten 
Studien erfolgen, die Psoriasin als adjuvantes Medikament nach einer 
Meningitisinfektion analysiert. Beispielsweise könnte man mit Hilfe des 
Pneumokokken-Meningitismodells infizierten Tieren neben Antibiotika eine 
definierte Dosis Psoriasin injizieren. Bei der oben aufgeführten Beteiligung von 
Psoriasin im angeborenen Immunsystem müssten diese Tiere schneller eine 
Abwehrreaktion aufweisen.  
Einige Studien zeigen eine wichtige Bedeutung von antimikrobiellen 
Peptiden/Proteinen in der angeborenen Immunantwort auf. Wahrscheinlich ist 
nicht nur ein definiertes AMP, sondern mehrere AMPs an neurologischen 
Erkrankungen, wie Meningitis, beteiligt. Es ist möglich, dass ein bestimmtes AMP 
andere AMPs zur Expression von Zytokinen anregt und somit eine 
Entzündungskaskade in Gang gesetzt wird. Es wäre deshalb denkbar, eine 
Kombination von AMPs zu suchen, die in Entzündungsreaktionen eingreifen 
können. 
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5 Zusammenfassung 
Die Meningitis gehört zu den häufigsten Infektionskrankheiten des zentralen 
Nervensystems. Neben der hohen Letalität leiden viele Überlebende, die an einer 
Meningitis erkrankten, an neurologischen Folgeschäden.  
Antimikrobielle Peptide gehören zu den evolutionären Komponenten des 
angeborenen Immunsystems vieler Organismen. Sie spielen eine wichtige Rolle 
bei der Bekämpfung von Infektionen im ZNS. Die Behandlung mit antimikrobiellen 
Peptiden als adjuvantes Medikament könnte eine mögliche Therapieform gegen 
Infektionen im ZNS sein. Antimikrobielle Peptide werden hauptsächlich von 
Gliazellen gebildet, welche im angeborenen Immunsystem eine wichtige Rolle 
spielen.  
Das Ziel der Dissertation war es, das antimikrobielle Protein Psoriasin in Bezug 
auf bakterielle und virale Infektion im ZNS zu untersuchen. Da Psoriasin 
ungenügend charakterisiert war, wurde die Expression und Funktion von Psoriasin 
in Gliazellen und meningealen Zellen untersucht. Die Ergebnisse zeigten eine 
Induktion der Psoriasinexpression im zentralen Nervensystem nach einer 
bakteriellen Meningitis. Weitere Versuche wurden mit dem in Nagetieren 
„orthologen Psoriasin“ S100A15 durchgeführt. 
Mit Hilfe eines in vivo Pneumokokken- Meningitismodells konnte eine S100A15 
Expression in Astrozyten und meningealen Zellen gezeigt werden. Diese 
Ergebnisse konnten auf zellulärer Ebene bestätigt werden. Zusätzlich konnte eine 
Expression von S100A15 nach einer viralen Stimulation in Glia und meningealen 
Zellen nachgewiesen werden.  
Des Weiteren wurden die immunmodulatorischen Eigenschaften von Psoriasin 
untersucht. Bei Mikrogliazellen, die mit rekombinantem Psoriasin behandelt 
wurden, konnten morphologisch vergrößerte Zellen ermittelt werden. Zusätzlich 
zeigten Mikroglia und meningeale Zellen eine Aktivierung des ERK 
Signaltransduktionsweg nach einer Behandlung mit rekombinantem Psoriasin. 
Diese Aktivierung des ERK Signalwegs steht in Abhängigkeit zum „receptor for 
advanced glycation end products“ (RAGE). 
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Eine Aktivierung von Astrozyten durch Psoriasin erfolgte über den NFκB 
Signalweg. 
Im Rahmen dieser Dissertation konnte ein Auftreten von Psoriasin im zentralen 
Nervensystem nachgewiesen werden. Astrozyten und meningeale Zellen sind in 
der Lage Psoriasin nach einer Infektion im ZNS zu exprimieren. Psoriasin weist 
außerdem immunmodulatorische Eigenschaften im ZNS auf. 
Eine mögliche Beteiligung von Psoriasin als ein antimikrobielles Protein, welches 
das angeborene Immunsystem nach einer bakteriellen oder viralen Infektion 
unterstützt, konnte gezeigt werden. 
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6 Summary 
Bacterial meningitis is the most severe and frequent infection of the central 
nervous system with a very high mortality rate and an adverse neurological 
outcome of the survivors.  
Antimicrobial peptides are an evolutionarily conserved component of the innate 
immune system of many species. Among others they play an important role in 
combating bacterial infection of the CNS. Treatment with antimicrobial peptides as 
adjuvant drugs could be a possible form of therapy after infections in the central 
nervous system (CNS). Antimicrobial peptides are expressed by glial cells, which 
play an important role in the innate immune system. 
The aim of this research was to investigate the antimicrobial protein psoriasin after 
a bacterial or viral infection in the CNS.  
The expression and function of psoriasin in glial cells were examined, because it 
was characterized insufficiently. Here it was shown the induction of psoriasin 
expression in the central nervous system after bacterial and viral stimuli.  
We used a pneumococcal meningitis in vivo model that revealed a S100A15 
expression in astrocytes and meningeal cells. These results were confirmed by a 
cell based in vivo assay using primary rat glial and meningeal cell cultures. We 
investigate the S100A15 expression in glial and meningeal cells after a viral 
infection.  
In the next step the immunmodulatory functions of psoriasin were proofed. 
Microglia cells treated with recombinant psoriasin change their phenotype to an 
enlarged shape. Furthermore microglia and meningeal cells, treated with 
recombinant Psoriasin, showed an activation of the ERK signal transduction 
pathway. This study demonstrates that this activation of ERK depends on RAGE, 
the receptor for advanced glycation end products. An activation of astrocytes after 
a bacterial stimulation or a treatment with psoriasin occurred via the NFκB 
signaling pathway.  
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This research indicates an occurrence of Psoriasin in CNS. Astrocytes and 
meningeal cells are able to express psoriasin after an infection in the CNS. But 
psoriasin has also immunmodulatory functions in the CNS. 
A possible involvement of Psoriasin as an antimicrobial protein that modulates the 
innate immune system after bacterial or viral stimuli was shown. 
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